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Resumen  IX 
 
Resumen 
El Acetilhexapeptido-3 (Ac-EEMQRR-NH2) es considerada una molécula con efecto anti-
envejecimiento, cuya acción es similar a de la toxina botulínica. Su uso en formulaciones 
cosmecéuticas ha aumentado a pesar de que sus propiedades fisicoquímicas ponen  en 
entredicho la capacidad de ser absorbido a través de la piel. Por tal motivo, en el 
presente trabajo se plantea el desarrollo de un sistema liposomal diseñado para su 
encapsulación, a fin de mejorar la capacidad de permear la piel después de la aplicación 
tópica. El péptido se obtuvo mediante síntesis química en fase sólida usando la 
estrategia Fmoc / tBu; se purificó utilizando extracción en fase sólida y luego se 
caracterizó por cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa y espectrometría 
de masas (MS-IT-TOF) y dicroísmo circular. Los sistemas liposomales vacíos y cargados 
con el péptido se prepararon utilizando el método de emulsión-evaporación del 
disolvente orgánico y se caracterizaron en lo referido al diámetro promedio de vesícula, 
potencial zeta y eficiencia de encapsulación. Finalmente, se realizó un ensayo preliminar 
ex vivo, con el fin de determinar la capacidad de permear la piel del péptido encapsulado 
frente al péptido en solución acuosa. Los resultados mostraron que es posible obtener 
péptidos  cortos de manera eficiente, en relativamente poco tiempo y bajo costo, con un 
alto grado de pureza y rendimiento. Por otra parte, se evidenció el potencial del sistema 
liposomal desarrollado como una herramienta para la administración del neuropéptido 
sintetizado químicamente. Los resultados pueden ser considerados como un valioso 
aporte en el diseño y desarrollo de productos cosmecéuticos basados en péptidos 
sintéticos.  
  
Palabras clave: Síntesis en fase sólida, péptidos sintéticos, microencapsulación, 
Liposomas, cosmecéuticos, envejecimiento. 
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Abstract 
Acetylhexapeptide-3 is a molecule with anti-aging effect, which acts like the botulinum 
toxin. Its use in cosmeceutical formulations has been increasing in spite of its 
physicochemical properties, which do not allow the molecule to be easily absorbed by the 
skin. Therefore, in this paper we describe the peptide synthesis and the development a 
liposomal system designed for acetylhexapeptide-3 encapsulation, in order to improve the 
skin permeation ability after topical application. Peptide was synthesized by solid phase 
synthesis using the Fmoc/tBu strategy. The peptide was purified and characterized using 
RP-HPLC, ES-MS and DC. Empty liposomal and peptide loaded liposomal systems were 
prepared by reverse-phase evaporation vesicles methodology. Liposomal systems were 
physicochemical characterized for size, and zeta potential and the peptide encapsulation 
efficiency. Furthermore, in order to evaluate the transdermal permeability of encapsulated 
peptide versus its aqueous solution a preliminary ex vivo test using pig skin as model 
membrane was performed. Our results showed that it is possible to obtain short synthetic 
peptides by SPPS methodology with high purity degree and high yield, besides low-cost 
and fast. On the other hand, these results showed a potential delivery liposomal system 
for chemically synthesized neuropeptide in the as cosmeceutical development. 
 
Keywords: Solid Phase Synthesis, synthetic peptides, microencapsulation, liposomes, 
cosmeceuticals, skin aging. 
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Abreviatura Término 
DCM 
Diclorometano 
DMF Dimetilformamida 
DCC Diciclohexilcarbodimida 
µL Microlitros 
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CMC Concentración micelar crítica  
 Introducción 
La globalización y los avances tecnológicos hacen que en el mundo moderno las 
personas estén constantemente interconectadas y posean fácil acceso a todo tipo de 
información. Los medios de comunicación actúan como una plataforma en donde se 
exponen productos de forma atractiva, utilizando estrategias efectivas. En un contexto 
farmacéutico, una de ellas es mostrar estándares de belleza asociados a productos que 
prometen cambios radicales en la apariencia de sus consumidores; estos productos son 
los cosméticos, que aunque han sido utilizados durante miles de años, en la actualidad 
presentan un crecimiento exponencial que muestra diariamente la salida al mercado de 
un sin número de productos, que “prometen” diversidad de efectos. De igual manera 
existe una tendencia a la modificación de estos productos, enriqueciéndolos con 
características de funcionalidad en donde se incorporan sustancias con una actividad 
biológica pero que su uso no exhibe una actividad terapéutica propiamente dicha. Estos 
son los cosméticos funcionales o cosmecéuticos cuyas  formulaciones contienen  
sustancias activas como  antioxidantes,  aclarantes, vitaminas,  factores de crecimiento, 
antiinflamatorios, y en ciertos casos una importante participación de los péptidos y 
algunas proteínas, que en acuerdo a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y eficiencia 
a muy bajas dosis, se han venido constituyendo en las moléculas activas de elección 
para el desarrollo de sistemas farmacéuticos de novedosos.  
La evidente importancia de los péptidos y las proteínas en los procesos biológicos generó 
el interés por obtener cantidades suficientes para investigar sus propiedades, y evaluar 
su potencial aplicación terapéutica. A principios del siglo XX se reportaron resultados en 
cuanto al aislamiento y purificación de proteínas a partir de fuentes naturales, lo que llevó 
a la aprobación para uso clínico de los primeros principios activos (PAs) como la insulina 
(1). Paralelamente en esa primera mitad de siglo se realizaron investigaciones sobre la 
síntesis química de péptidos la cual se realizaba únicamente en solución. En la década 
de los 60 se inició la tendencia biotecnológica que permitiría controlar las funciones 
20 Diseño de liposomas para la administración de un péptido cosmético 
 
celulares de microorganismos para la producción de proteínas. Estas tres estrategias 
(aislamiento y purificación, síntesis y técnicas recombinantes) presentan tanto ventajas 
como desventajas, pero la síntesis química es la metodología más apropiada para 
obtención de moléculas peptídicas con alta pureza y buen rendimiento. Adicionalmente 
es la única metodología mediante la cual es posible realizar modificaciones químicas en 
la secuencia de los péptidos e incluso incorporar aminoácidos no naturales (2), siendo 
especialmente útil para obtener secuencias de no más de 20 aminoácidos (AA) (1). Los 
péptidos utilizados como moléculas activas en productos cosmecéuticos, son por lo 
general de no más de 10 AA por lo que la síntesis química y más específicamente la 
síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS) es la metodología más adecuada para su 
obtención.  
Normalmente las moléculas peptídicas debido a sus propiedades fisicoquímicas no 
presentan una adecuada permeabilidad a través de la piel (3) y teniendo en cuenta que 
éste sería el principal mecanismo mediante el cual los péptidos cumplirían su función, 
superar esta limitación se ha convertido en un desafío para los desarrolladores de 
productos quienes han tenido que  apoyarse en la investigación de diversas tecnologías 
farmacéuticas. Una de las estrategias exploradas, principalmente en el campo de los 
medicamentos, ha sido el uso de sistemas de liberación modificados con diferentes 
características. Tal es el caso de los sistemas liposomales, que son estructuras 
obtenidas del autoensamblaje molecular las sustancias anfifílicas como los fosfolípidos 
(PLs) como dispersión acuosa, los cuales han demostrado mejorar el paso de moléculas 
activas a través de la piel (4); adicionalmente por sí mismos, los liposomas mejoran la 
apariencia de la piel actuando como potentes agentes humectantes y también 
incrementan su elasticidad (5). 
El propósito del presente trabajo de investigación fue sintetizar y caracterizar el 
acetilhexapéptido-3 (Ac-EEMQRR-NH2) mediante SPPS para posteriormente desarrollar 
un sistema liposomal que permita su microencapsulación. Cada uno de los sistemas 
obtenidos se caracteriza en cuanto al diámetro promedio de vesícula, potencial zeta y 
eficiencia de encapsulación, para luego evaluar de manera preliminar su capacidad para 
incrementar la permeación del péptido a través de la piel. 
 1 Aspectos relevantes 
El propósito del presente capitulo es realizar una descripción de los aspectos más 
importantes de la actual situación de los productos cosmecéuticos, basados en la 
utilización de moléculas peptídicas. Entre estas moléculas se hace relevancia al 
acetilhexapéptido-3 realizando una descripción general de sus propiedades y su 
mecanismo de acción. Por último se revisan algunos aspectos de la vía transdérmica, la 
cual sería la ruta más adecuada para que el péptido pueda alcanzar el sitio de acción y 
cumpla su función de disminuir la líneas de expresión del rostro. 
1.1 Cosmecéuticos 
La incorporación de nuevas moléculas a las formulaciones cosméticas clásicas con el 
propósito de obtener cada vez más beneficios para la piel, ha ayudado a varios 
fabricantes a satisfacer un número creciente de consumidores, ávidos por tratar de 
sosegar el efecto del tiempo en la apariencia de su piel, especialmente en el rostro. Esta 
estrategia, creada principalmente para dar valor agregado a una serie de productos, 
además de generar un importante crecimiento económico en el campo farmacéutico, 
provocó el surgimiento de algunos productos que no coinciden con las definiciones 
estrictas de cosmético o medicamento. Por esta razón surgió el término cosmecéutico,  
el cual fue propuesto por el dermatólogo Albert Kligman, quien en los 80’s se dio cuenta 
de la peculiaridad hibrida de estos “cosméticos funcionales” (6). Sin embargo este 
fenómeno no se restringe únicamente a los cosméticos, ya que en la actualidad varios 
descriptores han tratado de agrupar nuevos “híbridos farmacéuticos” como se observa en 
la Figura 1-1.  Los nutracéticos se describen como  bebidas y diferentes suplementos 
destinados a dar beneficios a la salud, mientras que los nutricosméticos son aquellos 
productos que al ser ingeridos pretenden mejorar fundamentalmente la apariencia de piel 
y cabello (7). Es el caso de Inneov®, producto desarrollado entre dos multinacionales, 
Nestlé y L’Oreal, destinado a detener la caída del cabello. 
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Figura 1-1: Panorama general de los productos usados para el beneficio de la piel (7). 
 
Esta clasificación aunque innovadora y atractiva (especialmente desde el punto de vista 
de marketing), ha sido rechazada por las agencias regulatorias más importantes del 
mundo, ya que su aceptación exigiría un cambio en las definiciones de cosmético y 
medicamento, o exigiría crear nuevas definiciones para cada hibrido (8). Mientras esto 
ocurre cada agencia regula estos productos de diferente manera como se muestra en la 
Tabla 1-1. Mientras en USA y Canadá muchos de estos híbridos son regulados como 
productos OTC (medicamentos de venta libre), en Europa son legislados como 
cosméticos y solamente en Japón se ha creado una nueva clase hibrida los Quasi-drug 
(casi medicamento) (8,9). 
Aunque muchos cosmecéuticos son capaces de proporcionar tanto beneficios 
“terapéuticos” (mejoran el estado de ánimo) como cosméticos, la mayoría no presenta 
efectos biológicos importantes debido a que su aplicación no permite que se alcancen 
concentraciones influyentes de sustancias principalmente a nivel sistémico. Las 
confusiones que se pueden derivar de estos términos son tales, que se podría confundir 
un medicamento dermatológico como una loción de Minoxidil al 5% con un cosmecéutico 
(10).  Así mismo, si los cosmecéuticos son regulados únicamente como cosméticos, 
muchas de las bondades y la actividad comunicada al usuario en el proceso de 
marketing, no son verificadas por los entes regulatorios, ya que en el momento de avalar 
un cosmético al mercado no se exigen pruebas rigurosas de seguridad y eficacia 
requeridas para los medicamentos (6), aunque algunos fabricantes realizan ensayos in 
vitro o pequeños ensayos clínicos para demostrar su eficacia (6). Por tanto se debe 
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enfocar el término cosmecéutico a aquellos productos de uso tópico, con moléculas que 
tienen un efecto biológico sin un beneficio terapéutico dado, más no incluyen productos 
de prescripción médica que tienen fármacos que pueden acarrean beneficios cosméticos 
(8). 
Tabla 1-1: Clasificación de algunos productos farmacéuticos con aplicación cosmética 
en diferentes países (9). 
Producto 
Mercado 
U. Europea USA Japón Canadá 
Jabón para las 
manos 
Cosmético Cosmético Cosmético Cosmético 
Lápiz labial Cosmético Cosmético Cosmético Cosmético 
Protector solar Cosmético OTC Cosmético 
Medicamento 
sin receta 
Loción anti-
acné 
Producto 
Medicinal 
OTC Quasi-drug 
Medicamento 
sin receta 
Pasta dentífrica 
anti-caries 
Cosmético OTC Quasi-drug 
Medicamento 
sin receta 
Antitranspirante Cosmético OTC Quasi-drug 
Medicamento 
sin receta 
Tinte de pelo Cosmético Cosmético Quasi-drug Cosmético 
1.1.1  Clasificación 
Los avances en tecnología farmacéutica y cosmética, y la invención de nuevos 
ingredientes causaron una evolución desde los primeros cosméticos que trataban de 
embellecer limitándose a agregar color a la piel, hasta la actualidad, donde se habla de 
cosmético funcional como una categoría que se podría considerar sinónimo de  los 
cosmecéuticos. También se usan términos como neurocosméticos que son aquellos 
que al ser aplicados dan una sensación de bienestar mental y pueden ser tanto 
cosméticos tradicionales como cosmecéuticos. A continuación se reporta una serie de 
productos clasificados por la FDA como cosméticos, los cuales contienen ingredientes 
novedosos y reconocidos en el campo de los cosmecéuticos (8,10). Esta clasificación se 
presenta de acuerdo a la función del PA en diversas formulaciones y varía según cada 
autor, ya que no existe un listado estandarizado.  En este contexto, se decide tratar en un 
apartado independiente a los péptidos, con el propósito de revisar el tema de una manera 
más detallada. 
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1.1.1.1   Antioxidantes 
A medida que la piel envejece, las cantidades de antioxidantes presentes como la 
coenzima Q10 y el escualeno, disminuyen. Por tanto se han ideado cremas con 
derivados de la Q10 como la ubiquinona y la idebenona, aunque algunos estudios han 
demostrado que su uso no aumenta las concentraciones de coenzima Q10 en la piel. No 
obstante, antioxidantes como el ácido-alfa lipoico el cual no se encuentra naturalmente 
en la piel y que es un potente scavenger para el oxígeno,  ha demostrado tener efectos 
positivos en la apariencia de la piel tras 12 semanas de su aplicación, aunque con un 
efecto no muy pronunciado (11). 
1.1.1.2   Vitaminas 
Las vitaminas son compuestos esenciales en el funcionamiento del cuerpo humano. 
Aunque algunas pueden ser sintetizadas, muchas otras requieren ser ingeridas en la 
dieta entre las que se destacan las vitaminas A, B, C, E y K. Muchas de estas vitaminas 
han demostrado ser útiles tanto en el tratamiento como en la prevención del foto-
envejecimiento del rostro (12). Las vitaminas A y E actúan como antioxidantes  naturales 
de tipo lipofílico y han sido incorporadas en cremas desde hace varios años. 
Recientemente vitaminas como la C que tiene carácter hidrosoluble, actúa como 
molécula scavenger, atrayendo radicales libres en los compartimientos celulares 
acuosos, donando electrones para neutralizar estas moléculas disminuyendo de esta 
manera el estrés oxidativo (12). 
1.1.1.3   Factores de crecimiento 
Los factores de crecimiento más utilizados son hormonas como la kinetina, zetaina y 
pyratina 6 las cuales son obtenidas de plantas. Estas moléculas han demostrado en 
ensayos in vitro retrasar cambios asociados al envejecimiento mediante la prevención de 
la formación de células multinucleares y la desorganización de microtúbulos (13). Otros 
factores de crecimiento son proteínas que han demostrado ser efectivas participando en 
procesos de formación de nuevo colágeno, nueva elastina y la formación de 
glicosaminoglicano mediante la angiogénesis. Se destacan en este grupo extractos de 
placenta humana, factor de crecimiento epidermal recombinante y los factores 
plaquetarios (6). 
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1.1.1.4   Aclarantes de la piel 
El aclarante más reconocido desde tiempos ancestrales ha sido el ácido kójico que es 
obtenido de algunas especies de hongos Aspergillus y Penicillium. Es una de la 
sustancias  más efectivas en el tratamiento de las manchas en la piel al inhibir la acción 
de la tirosinasa en el proceso de producción de la melanina (10).  
Así mismo debido a la eliminación del ingrediente hidroquinona en los productos OTC 
Europeos, se buscó mantener el mercado con el uso de moléculas como ácido ascórbico, 
arbutina, aleosina y N-acetilglucosamina las cuales han mostrado propiedades 
despigmentantes importantes (14). 
1.1.2 Péptidos en cosmecéuticos 
Como se verá posteriormente, la interacción de secuencias específicas de aminoácidos 
derivadas de diversas proteínas es el mecanismo por el cual se regulan varios procesos 
en la piel, principalmente la modulación de la proliferación celular, la inflamación, la 
angiogénesis y la síntesis y regulación de proteínas. Por tanto, la creación de análogos 
peptídicos bioactivos que actúen en pro de mejorar la apariencia de la piel interviniendo 
principalmente en estos procesos, es uno de los focos más importantes de la industria 
farmacéutica encargada del cuidado de la piel. De esta manera se han diseñado péptidos 
vehiculizados en cosmecéuticos, destinados a actuar como sustancias 
antienvejecimiento mejorando de alguna forma la apariencia de la piel tras su 
administración tópica. Aunque muchos péptidos son descritos por el efecto que 
presentan tras su aplicación en la piel (15–17), a continuación se reporta una 
clasificación donde se trata de agrupar los péptidos por su mecanismo de acción en tres 
categorías. 
1.1.2.1   Péptidos inhibidores enzimáticos 
EL heptapéptido YYRADDA  inhiben enzimas como la procolágeno C-proteasa,  cuya 
función es escindir una parte de procolágeno tipo I,  minimizando su destrucción (18).  El 
acetiltetrapéptido-5 actúa inhibiendo la glicosilación del colágeno incrementando la 
permeabilidad vascular de líquidos, lo cual es muy útil en el tratamiento de las bolsas en 
los ojos (19). 
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1.1.2.2   Péptidos portadores 
Estos péptidos estabilizan y entregan oligoelementos necesarios para la curación de 
heridas, procesos enzimáticos y la regeneración del colágeno en la piel (20). El tripéptido  
GHK ha demostrado ser un facilitador de cobre a las células, lo cual resulta ser 
beneficioso para la piel en procesos de cicatrización, remodelación dérmica y producción 
de colágeno (18). Este péptido también ha sido unido a grupos hidrocarbonados como el 
palmitoil, para mejorar su permeación cutánea y se ha administrado unido a iones cobre 
(15) y a iones manganeso (19). 
1.1.2.3   Péptidos inhibidores de la neurotransmisión.  
Son conocidos también como neuropéptidos  y hasta el momento se han descrito dos 
mecanismos de acción para este tipo de moléculas. El acetilhexapéptido-3 tienen acción 
similar a la toxina botulínica, impidiendo la liberación de la acetilcolina (ACo), mientras 
que el pentapéptido-3 (Vialox ®) actúa con un mecanismo análogo a la tubocurarina (19),  
inhibiendo competitivamente el receptor de ACo en la membrana postsináptica e 
impidiendo la contracción muscular (20).  
1.2 Acetilhexapéptido-3 
Como su nombre lo indica, corresponde a una secuencia de seis aminoácidos 
linealmente unidos: ácido glutámico- ácido glutámico- metionina- glutamina- arginina- 
arginina. El extremo amino se encuentra acetilado mientras que su extremo carboxi se 
encuentra como función amida (Figura 1-2). El péptido fue descubierto en la década de 
los 90´s y ha sido producido y comercializado bajo el nombre Argireline® por la empresa 
española Lipotec (21). Tiene un peso molecular de 888,6 Da y tiene un Log P= -4,5 
(reparto octanol/agua) (22), lo que no deja duda sobre su hidrofilicidad.  
Para comprender el mecanismo de acción del acetilhexapéptido-3 es conveniente 
relacionarlo directamente con el proceso de liberación de ACo como se describe en el 
apartado siguiente. 
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1.2.1 Unión Neuromuscular  
El músculo se contrae gracias a un estímulo nervioso enviado desde el sistema nervioso 
central (SNC). La terminal axónica desmielinizada de la neurona asociada a una región 
especial de la fibra muscular es lo que se conoce como placa motriz o región 
neuromuscular.  La comunicación se realiza a través de mediadores químicos conocidos 
como neurotransmisores, de  los cuales el más frecuente en este proceso es la ACo. 
Figura 1-2: Estructura química de (Ac-EEMQRR-NH2) acetilhexapéptido-3 (21). 
 
La ACo se sintetiza en el citoplasma neuronal y se libera a través de la membrana de la 
neurona hasta el espacio o hendidura sináptica, donde ejerce su función al activar los 
receptores de la membrana (23). La liberación es regulada por cambios en las 
concentraciones de iones Calcio (Ca2+), junto con la intervención de una serie de 
proteínas en el proceso descrito a continuación.  
La ACo se produce a partir de colina y acetilcoenzima A, almacenándose en mayor 
proporción en las llamadas vesículas sinápticas, mientras que una pequeña fracción 
permanece en forma libre disuelta en el citosol (23). El proceso de liberación de la ACo 
se realiza desde las vesículas, cuando se fusionan con la membrana plasmática 
liberando su contenido (24).  
La membrana vesicular presenta ancladas en su bicapa fosfolipídica cuatro proteínas 
(Figura 1-3), dos de las cuales (sinaptobrevina y sinaptotagmina) son exclusivas de esta 
estructura, mientras que las otras dos (SNAP-25 y sintaxina) se anclan también a la cara 
citoplasmática de la membrana plasmática de la neurona, donde es evidente la mayor 
proporción de la proteína SNAP 25. Antes de la fusión, se encuentra formado en la 
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membrana vesicular el complejo SNARE (Figura 1-3 a) que es la unión de 3 proteínas 
(SNAP-25, sintaxina, y sinaptorevina). El proceso de liberación inicia cuando este 
complejo se disocia por acción de la proteína de fusión sensible a N-etilmaleimida (NSF) 
y la proteína α-SNAP (Figura 1-3 b). Posteriormente, algunos AAs en los extremos C-
terminal de estas proteínas interaccionan, generando una atracción entre de las dos 
membranas, produciendo un acople entre la vesícula cargada con ACo y la membrana 
celular (Figura 1-3 c). En el acople, se forma otro complejo proteico que es susceptible a 
disgregarse con la elevación de la concentración citoplasmática de Ca2+ lo cual induce la 
separación de la sinaptotagmina, estableciendo nuevamente el complejo SNARE que 
provoca la fusión de las membranas vesicular y plasmática  causando la liberación de la 
ACo (Figura 1-3 d). 
Figura 1-3: Proceso de liberación de la ACo de la neurona (24). 
 
1.2.2 Secuencia de péptido  
El descubrimiento de las toxinas Clostridias, las cuales actúan impidiendo la formación 
del propio complejo SNARE, ha contribuido al conocimiento de los mecanismos y 
entidades moleculares que intervienen en la maquinaria de la neuroexocitosis (25). La 
toxinas botulínicas (tBo) B, D, F y G actúan rompiendo  la sinaptobrevina en diferentes 
sitios, las A y E rompen la proteína SNAP-25 en el extremo C-terminal, mientras que la 
tBo C rompe tanto la SNAP-25 como la Sintaxina (26). De cualquier manera al ser 
destruida alguna de estas proteínas, el proceso de formación del complejo SNARE no se 
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puede completar y la liberación de la ACo no es posible. Por esta razón las toxinas 
Clostridias interrumpen la neurotransmisión hacia la placa motriz paralizando los 
músculos inervados. 
La SNAP-25 es una proteína de 206 AA (Figura 1-4) que ha sido ampliamente estudiada, 
entre otras razones, con el fin de encontrar moléculas efectivas para el desarrollo de 
nuevos cosmecéuticos. Se han probado fragmentos derivados de su secuencia  
sintéticamente obtenidos, para evaluar su efecto en el proceso de formación del complejo 
SNARE. De esta manera se han encontrado péptidos como el ESUPE, un péptido de 26 
AA y el ESUPA de 20 AA, cuyas secuencias se derivan del extremo C-terminal de la 
proteína SNAP-25 (26,27) los cuales compiten de manera eficiente con la SNAP-25 
durante el proceso de formación  del complejo SNARE. Esta inhibición competitiva es 
totalmente reversible y depende de la concentración de los péptidos y de la SNAP-25 ya 
que a diferencia con la tBo, la proteína no se rompe o se destruye y en cualquier 
momento se podría alcanzar una  concentración adecuada para reanudar  el proceso de 
exocitosis, lo cual hace que la toxicidad de estos péptidos sean menores en comparación 
con la tBo. 
Figura 1-4: Acetilhexapéptido-3 derivado del extremo N-terminal de la proteína SNAP-
25 (28). 
 
Aunque en ensayos in-vitro los péptidos derivados de la secuencia de la proteína SNAP-
25 han mostrado ser eficientes evitando la neurotransmisión, moléculas tan grandes 
presentan dificultad para alcanzar la diana biológica cuando son aplicadas sobre la piel. 
Por esta razón la tBo comercializada como Botox®, que es bastante eficaz paralizando 
los músculos disminuyendo las líneas de expresión, debe ser administrada mediante 
inyección subcutánea. Posteriormente se evaluaron fragmentos derivados del extremo N-
terminal y se encontraron secuencias más cortas con actividad similar, las cuales son 
actualmente comercializadas como el acetiloctatapéptido-3 (SNAP 8 ®) y la más descrita, 
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el acetilhexapéptido-3 el cual a veces es nombrado como acetilhexapéptido-8 (29), que 
corresponde a la secuencia Ac-EEMQRR-NH2 
Comparado con la tBo, el acetilhexapéptido-3 tiene una potencia 4000 veces menor (21) 
pero ha demostrado ser eficaz inhibiendo la contracción de los músculos encargados de 
la expresión de facial, disminuyendo de esta manera las líneas formadas por el 
movimiento repetitivo (30). Se han llevado a cabo ensayos in-vitro (28), donde una 
solución de acetilhexapéptido-3 (100 μM) inhibió en un 30% la liberación de 
catecolaminas, comparable a la inhibición del 45% obtenida con el péptido ESUPE (1μM) 
y la obtenida con la tBo A (BoNT A, 20 nM) que inhibe 50% de la exocitosis de 
neurotransmisores, como se observa en la Figura 1-5. Igualmente en ensayos clínicos se 
ha demostrado que el acetilhexapeptido-3 disminuye la intensidad de las líneas de 
expresión en  un 30%  (Figura 1-5) cuando fue administrado como una emulsión (28), 
mientras que en otros vehículos las ha disminuido hasta en un 48,9% (30). En ambos 
estudios se utilizó el péptido al 10% en el correspondiente vehículo y el tiempo de 
exposición fue de 30 días. Cabe resaltar que la concentración del péptido se considera 
muy elevada y es necesario tener en cuenta los costos de su síntesis.  
De manera particular durante la revisión realizada para la elaboración del presente 
trabajo, no se encontraron reportes que hicieran referencia a estudios que revelen la 
capacidad del acetilhexapéptido-3 para permear la piel, la cual podría ser bastante 
limitada debido a sus propiedades fisicoquímicas. 
Figura 1-5: Ensayos A)in vitro, inhibición de exocitosis de catecolamina por acción de 
diferentes péptidos y B) in vivo, atenuación de las líneas de expresión en el rostro de 
mujeres voluntarias después de la aplicación dos veces al día de acetilhexapeptido-3 
administrado como emulsión (azul) frente a la emulsión sin péptido (gris) (28). 
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1.3 Proteínas y péptidos 
Dentro de la vasta maquinaria biológica que permite la existencia de todos los seres 
vivos, es indiscutible el rol fundamental de las proteínas, que debido a su elevada 
complejidad en aspectos como composición y  disposición estructural, presentan una 
amplia diversidad funcional  que mantiene en vida las células y los organismos (31). El 
término proteína se deriva del griego “proteuein”  que significa “el primero” y fue acuñado 
por Berzelius en 1838 para poner en manifiesto su “protagonismo biológico” (32). Sin 
embargo puede decirse que tanto las proteínas como los ácidos nucleicos comparten la 
misma importancia en las funciones metabólicas vitales de las formas vivientes actuales 
(31,32). 
Las proteínas son macromoléculas formadas por AAs y a menudo incorporan en su 
estructura algunos otros componentes (33). Los AAs son moléculas que exhiben un 
átomo de carbono al cual se encuentra unido un grupo amino, un grupo carboxilo, una 
cadena lateral que cambia según el AA y un átomo de hidrogeno (Figura 1-6). Cientos de 
estructuras de AA naturales han sido descubiertas, sin embargo un AA proteinogénico se 
distingue por cumplir dos características fundamentales como el ser α-AA y además ser 
L-AA (excepto la glicina la cual no presenta carácter quiral). Las características y 
propiedades de cada uno de los AA están determinadas por la identidad del grupo R, que 
puede ser de carácter hidrófobo, polar cargado, polar no cargado, aromático, entre otros 
(32). 
En una proteína los AA se unen entre sí, mediante enlaces peptídicos los cuales son 
enlaces tipo amida, el cual es producto de la reacción entre el grupo amino de un AA y el 
grupo carboxilo de otro. La secuencia de AA en una cadena peptídica se conoce como su 
estructura primaria y es la que va a determinar los elementos estructurales secundarios, 
terciarios y cuaternarios. La síntesis de las proteínas en la célula, es un proceso complejo 
realizado en los ribosomas mientras que la secuencia de los AA está dictada  por el 
código genético. Por tanto esta secuencia proporciona tanto una huella digital molecular 
de la proteína para su identificación, como la información que puede usarse para 
identificar y clonar el gen o los genes que la codifican (34). 
Además de la estructura primaria, una proteína exhibe otros niveles jerárquicos 
estructurales. La estructura secundaria es un plegamiento de partes localizadas del 
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polipéptido gobernada por puentes de hidrogeno; por tanto un único polipéptido puede 
exhibir múltiples estructuras secundarias a lo largo de la cadena (35). 
Figura 1-6: Estructura general de un α-aminoácido (32). 
 
La estructura terciaria se refiere a la conformación tridimensional del polipéptido e indica 
de qué modo las estructuras secundarias del polipéptidos se disponen para formar 
dominios, los cuales son secciones de la proteína que desempeñan una tarea química, 
física o biológica particular (34). Eventualmente varios polipéptidos pueden formar una 
sola estructura proteica, mediante la formación de agregados moleculares dispuestos de 
una manera geométrica ordenada que corresponde a la estructura cuaternaria (33). 
Por otra parte una secuencia definida de AA es llamada péptido cuando el número de AA 
es menor a 20 o 30 unidades. Las cadenas más largas de aminoácidos son llamadas 
polipéptidos, y aquellos polipéptidos (o complejo de polipéptidos) que tienen más de 4000 
unidades de aminoácidos y que poseen una estructura tridimensional definida son 
propiamente proteínas (35). Sin embargo otros autores (36) clasifican los péptidos en 
oligopéptidos los cuales tienen menos de 10 AA, los polipéptidos son secuencias de 
mayor numero de AA, y aunque no está bien definido, se denominan proteínas a las 
moléculas de pesos moleculares superiores a 10.000 Dalton. De cualquier forma, 
además de las proteínas, algunos péptidos u oligopéptidos producidos en los 
organismos, desempeñan funciones muy importantes como en el sistema 
neuroendocrino en donde actúan como hormonas, factores liberadores de hormona, 
neuromoduladores, neurotransmisores, entre otros (34). 
Una molécula peptídica se puede representar gráficamente como una cadena en donde 
cada AA se simboliza con una abreviatura de una o tres letras. La parte izquierda de la 
representación (Figura 1-7) muestra un primer AA que aporta su grupo carboxilo para 
formar el enlace peptídico con el grupo amino de un segundo AA, quedando libre su 
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grupo amino que en ciertas ocasiones puede estar provisto de diferentes grupos 
funcionales. A partir de esta región de la molécula denominada extremo N-terminal, se 
inicia la elongación de la cadena peptídica (Figura 1-8) que puede ser lineal o ramificada. 
El último AA de la secuencia aporta su grupo amino para la formación del enlace 
peptídico con el penúltimo aminoácido dejando su grupo carboxilo libre, el cual puede 
estar en forma de ácido (-COOH) representado con un –OH o en forma de amida (-
CONH2) representado con un -NH2. No se debe confundir en la representación de una 
molécula peptídica el N-terminal con un grupo –NH2  representado en la parte derecha de 
la molécula, ya que corresponde a el extremo C-terminal que se encuentra en su forma 
amida. 
Figura 1-7: Formación del enlace peptídico (37). 
 
El enfoque investigativo en el área de síntesis de péptidos se orienta a que los procesos 
biológicos mediados por proteínas, se llevan a cabo mediante su interacción con ligandos 
específicos. Esto permite que se puede realizar un desarrollo sistemático de un péptido 
sintético funcional luego de realizar los siguientes pasos: 1. Seleccionar regiones de la 
proteína. 2. Sintetizar las secuencias seleccionadas. 3. Realizar modificaciones a la 
secuencia si es necesario y 4. Evaluar y seleccionar las secuencias pépticas que 
presentan una respuesta similar o mejor en la formación del complejo con el ligando (38).  
Por tanto, a partir de la elucidación estructural de una proteína se pueden sintetizar 
varios péptidos que posteriormente se evalúan en ensayos in-vitro y/o in-vivo. De esta 
forma es posible encontrar una molécula más “simple” con una actividad equivalente a la 
de la proteína nativa. 
Figura 1-8: Representación secuencial de un péptido (39).  
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1.3.1 Síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS) 
1.3.1.1   Antecedentes 
En 1901 se publicó el primer estudio sobre síntesis de péptidos en donde se describía la 
síntesis del péptido Glicina-Glicina a partir de diketopiperazina de glicina (Figura 1-9) 
cuyo autor fue Emil Fisher (2). Además de la obtención del dipéptido, el investigador 
enfocó sus estudios a las propiedades de proteínas y péptidos, llegando a confirmar que 
sus estructuras monoméricas consisten en unidades de aminoácidos unidos mediante 
enlaces tipo amida. Basados en estas conclusiones Fisher predijo que tanto péptidos 
como proteínas podrían ser sintetizados con los reactivos necesarios en las condiciones 
adecuadas (40). Sin embargo, 20 años antes (1881) durante su doctorado, el estudiante 
Theodor Curtius ya había conseguido la síntesis de un dipéptido N-protegido 
(benzoilglicilglicina)  utilizando el método de acople de azidas donde la sal de plata de 
glicina es tratada con cloruro de benzoilo (2,41).  
Para poder sintetizar cadenas de AA más largas, se debían buscar soluciones a 
problemas inherentes del acople de los AA, de los cuales se destacan entre otros: 1. 
Proteger el grupo amino del AA para que no reaccione con uno de sus análogos y 2. 
Mantener la estereoquímica de la molécula durante las reacciones. Por tanto en 1931 
Bergmann y Zervas obtuvieron buenos resultados protegiendo el grupo amino con el 
grupo Carbobenzoxi (Cbz) mientras que en 1957 Carpino, Mc Kay y Albert lidiaron con 
estos inconvenientes utilizando el grupo ter-Butoxicarbonil (41). Durante estos años se 
sintetizaron péptidos cortos (menos de 5 AA) utilizando estos grupos protectores (2). 
Pero fue hasta 1953 que Du Vigneau y Tuppy aislaron y purificaron de la glándula 
hipófisis, un octapéptido que luego sintetizaron y llamaron Oxitocina el cual se convirtió 
en el primer péptido sintético funcional obtenido (15). Este trabajo significó a Vincent Du 
Vigneau el Premio Nobel en 1955. 
Hasta ese momento, la síntesis de péptidos se realizó únicamente mediante el método 
de síntesis en solución en donde las etapas de acople de AA y obtención final del péptido 
eran bastante engorrosas porque se debía hacer una serie de purificaciones al finalizar 
cada reacción. Pero el problema principal era que al aumentar el número de AA en la 
secuencia, las moléculas peptídicas tenían problemas de solubilidad (42). Estos 
inconvenientes fueron superados con el desarrollo de la SPPS. El artículo donde se 
reportó la invención (42) fue publicado el 31 de enero de 1963 por B. Merrifield, donde 
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mostró la síntesis de un tetrapéptido mostrando todas las etapas, detallando 
características de los reactivos, (incluyendo un soporte sólido) y reportando las 
cantidades utilizadas. Esta invención significaría para Merrifield el Premio Nobel en 1984. 
Figura 1-9: Primeras síntesis de dipéptidos (2). 
 
 
. 
A partir de este trabajo realizado hace más de 50 años, muchos avances tecnológicos se 
han adaptado para optimizar el proceso de síntesis como se reporta en la Tabla 1-2. Se 
han desarrollado estrategias de acople, nuevos polímeros que actúan como soporte 
sólido, y un sinnúmero de reactivos con más ventajas que desventajas; incluso 
tecnologías como la radiación de microondas, se ha utilizado para optimizar las 
reacciones de acople y desprotección, en donde se disminuye el tiempo de reacción y se 
aumenta la eficiencia (43).  
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Tabla 1-2: Datos importantes en el desarrollo de la SPPS (41). 
AÑO DESCUBRIMIENTO 
1901 Primera publicación de un dipéptido sintetizado 
1957 Grupo protector BOC 
1963 SPPS 
1967 Clivaje con ácido fluorhídrico 
1968 Primer sintetizador automático mediante SPPS 
1970 Resina BHA 
1970 Grupo protector Fmoc 
1973 Resina Wang 
1976 HPLC preparativa para purificación 
1977 Protección ortogonal. 
1987 Resina Rink 
1987 Resina Sieber 
1992 Protocolo fast-Boc 
1994 Ligación química nativa en síntesis de péptidos y proteínas 
1996 Pseudoprolinas 
Adicionalmente por sus propiedades, la SPPS permitió la posibilidad de desarrollar 
sintetizadores automatizados (44) en donde el investigador manipula al mínimo los 
reactivos durante el proceso de síntesis. 
1.3.1.2   Etapas de la SPPS 
La metodología seguida para obtener un péptido, es acoplar uno a uno cada AA hasta 
completar la secuencia deseada. 
Mediante complejos procesos bioquímicos, todos los seres vivos producen un polipéptido 
que posteriormente formará una proteína dada, a través de la elongación una cadena de 
AA que inicia con aquel que aporta su grupo carboxilo para la formación del enlace 
peptídico con el grupo amino de un segundo AA, el cual aportará su grupo carboxilo en el 
enlace peptídico con el amino de un tercer AA y así sucesivamente. Por tanto, en el 
Capitulo 1 37 
 
proceso de síntesis de proteínas en los ribosomas el crecimiento del polipéptido es en 
dirección N-terminal a C-terminal (45).  
En la SPPS el primer AA se une covalentemente mediante su grupo carboxilo a una 
molécula enlazante (linker), que se encuentra unida a un soporte sólido (Figura 1-10 a), 
el cual permanece insoluble durante todo el proceso de síntesis (39). Este primer AA 
aporta su grupo amino para unirse con el grupo carboxilo del segundo AA que se 
encuentra en el medio de reacción. El proceso se repite para acoplar cada uno de los 
nuevos AA a la cadena creciente que permanece anclada al soporte sólido hasta 
completar la secuencia deseada. De esta manera la cadena de péptido crece desde el 
extremo C-terminal al N-terminal.  
Figura 1-10: a. Sentido del proceso máximo en SPPS. b. Estructura de un AA utilizado 
en la SPPS con los grupos protectores. (modificado de (39)). 
 
La SPPS requiere un esquema de protección, donde los grupos de las cadenas laterales 
son removidos al final de la síntesis en proceso conocido como “clivaje” o desanclaje, 
mientras que los grupos protectores del grupo α-amino de los AA son temporales y se 
remueven durante la síntesis. Para anclar los AA se debe retirar el grupo protector del 
grupo α-amino para que esté disponible en la formación del enlace peptídico. Igualmente  
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para que las reacciones de acople se puedan llevar a cabo, es necesario convertir el 
grupo carbonilo del AA en una especie más reactiva que es la encargada de formar el 
enlace con grupo amino del soporte sólido, del cual es necesario haber retirado 
previamente su grupo protector. 
El proceso de desprotección y acople se repite hasta que se complete toda la secuencia 
de AA y finalmente el péptido se desancla del soporte sólido en el proceso conocido 
como clivaje. La Figura 1-11 resume las etapas de la SPPS.  
Figura 1-11: Etapas de la SPPS con los AAs previamente activados (44). 
   
1.3.1.3 Estrategias de protección 
Los grupos protectores del grupo α-amino más usados durante la elongación lineal de un 
péptido se muestran en la Figura 1-12. La Boc/Bzl y la Fmoc/tBu son consideradas 
estrategias diferentes ya que utilizan reactivos distintos en cada una de las etapas, así 
como los grupos protectores de las cadenas laterales de cada AA (44). La protección se 
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realiza principalmente para evitar dos posibles consecuencias durante las reacciones de 
acople o desprotección que se derivan de las propiedades estructurales intrínsecas de 
los AA: 1. Evitar reacciones no deseadas entre grupos y 2. Impedir racemización de AA. 
Figura 1-12: Grupos protectores del grupo amino (44). 
 
Otra diferencia entre las estrategias radica en los procesos de desprotección, para la t-
Boc/Bzl se realiza en un ácido, mientras que en la Fmoc/tBu se realiza en medio básico, 
cuyo reactivo de desprotección más utilizado es la piperidina en solución al 25% en DMF 
con Tritón X-100 al 0,1%. El mecanismo de reacción para el proceso de desprotección 
del grupo Fmoc es detallado en la Figura 1-13. 
Figura 1-13: Mecanismo de reacción en la desprotección de AAs con grupo Fmoc. 
 
1.3.1.4   Monitoreo de reacciones 
Las reacciones de desprotección y de acople deben ser monitoreadas con el fin de 
determinar si hay grupos α-amino libres. Es un proceso crítico, ya que la presencia de 
grupos amino libres en un acople parcial, genera péptidos incompletos que contaminan el 
producto final, dificultan el proceso de purificación y disminuyen el rendimiento. Para 
determinar grupos amino libres se emplea la reacción de Kaiser (46) conocida también 
como prueba de Ninhidrina, consiste en formar un complejo coloreado conocido como 
purpura de Ruhemann el cual presenta un máximo de absorbancia a 570nm (47). 
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Entre las ventajas de la prueba se destaca que resulta ser sensible, rápida, fácil de 
realizar, cumpliendo requisitos fundamentales como detectar acoples incompletos no 
discernibles por análisis de aminoácidos. La prueba se basa en que el color azul 
disminuye a medida a medida de que decrece el número de grupos amino libres, 
permitiendo determinar de una forma cualitativa y/o cuantitativa, si en el proceso de 
acople alcanza el 99%, es decir que los sitios activos han sido ocupados por el Fmoc-AA 
(46). 
1.3.1.5   Soporte sólido 
El soporte sólido hace referencia a la permanente insolubilidad de los polímeros  que 
constituyen las partículas, en los diversos medios donde se llevan a cabo las reacciones 
químicas. Aunque muchas veces se considera que el soporte sólido es una matriz  en 
donde ocurren reacciones sobre una superficie, este es un concepto errado, ya que la 
reacciones también se realizan en el interior de la partícula (48). En su artículo pionero 
(42) Bruce Merrifield utilizó el concepto de polímero y el concepto de resina, y enumeraba 
una serie de condiciones y características que debía cumplir el soporte sólido, el cual fue 
un copolímero clorometilado estireno con divinilbenceno. 
La resina de Merrifield aunque fue un gran logro, presentaba inconvenientes tales como 
su poca capacidad de hinchamiento en varios solventes utilizados durante la síntesis, 
además de una alta hidrofobicidad de la red polimérica (49), factores muy importantes 
que dificultan las reacciones, disminuyendo los rendimientos. Por tanto se han ido 
creando una gran cantidad de soportes sólidos los cuales idealmente deben cumplir con 
las siguientes características (50): 
 Ser mecánicamente robusto. Que se pueda utilizar bajo flujo de solventes tanto 
síntesis continua como discontinua. 
 Ser estable a la variación de temperatura. 
 Removible, fácilmente solvatable y  que los reactivos tengan fácil acceso. 
 Buen hinchamiento en un amplio rango de solventes  
 Tamaños de partícula aceptables  
 Estable en medios ácidos, básicos, oxidantes y reductores pero que el péptido se 
pueda desanclar una vez completada la síntesis. 
 Sitios reactivos suficientes para llevar a cabo las reacciones. 
 Minimizar interacciones entre las cadenas peptídicas unidas.  
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 Biocompatibles y con buen hinchamiento en soluciones tampón acuosas. 
La mayoría de los soportes desarrollados hasta el momento no cumplen con todas estas 
características y de hecho varias se contradicen entre sí. Por ejemplo si una resina tiene 
demasiados puntos reactivos la probabilidad de interacciones entre las cadenas 
peptídicas es mayor. Por tanto se debe seleccionar el soporte sólido que cumpla con las 
especificaciones requeridas. Además un soporte no es como cualquier reactivo, ya que 
cada fabricante los elabora de formas diferentes y aunque tengan la misma composición, 
tienen especificaciones diferentes que afectan el resultado final (50). 
Existen dos formas de considerar el modelo del soporte sólido. La primera es tomar a la 
resina como una esfera compacta donde ocurren las reacciones mientras que la segunda 
es tomar la red polimérica como un sistema cosolvente en donde la accesibilidad de los 
componentes (ejemplo: los AAs) a los sitios de reacción, mejora si el polímero tiene 
características de hidro-lipofilicidad semejantes a la del medio (51). Este último modelo 
es el más aceptado y ha sido la base para crear nuevos soportes sólidos.  
En este punto vale la pena aclarar que aunque pueden ser utilizados sin distinción, los 
términos resina, soporte sólido y polímero pueden diferenciarse ya que se considera al 
polímero como el material del cual está hecho la “estructura” llamada soporte sólido y se 
considera a la resina, como el soporte sólido ya unido al linker. Por tanto, aunque el 
número de resinas fabricadas hasta el momento es importante, los soportes sólidos 
fabricados de polímeros no son muchos, y pueden clasificarse en algunos pocos grupos 
(52). 
1.3.2 Purificación de péptidos 
La purificación es un proceso complicado caracterizado por el empleo de costosos 
equipos y materiales que involucran etapas dispendiosas donde generalmente es difícil 
obtener cantidades importantes de péptido con alta pureza y buenos rendimientos. Los 
métodos reportados que han permitido obtener la molécula de interés son principalmente 
aquellos basados en RP-HPLC, aunque también se han desarrollado métodos para 
purificación de proteínas y péptidos basados en electroforesis (53). Así mismo, la 
extracción en fase sólida (RP-SPE) la cual ha sido una herramienta ampliamente 
utilizada para concentrar, desalinizar y purificar moléculas de matrices biológicas antes 
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de su análisis químico (54–56), se ha venido utilizando con este fin tratando de superar 
algunas dificultades inherentes al proceso. 
1.3.2.1   Técnicas basadas en HPLC 
Se han utilizado diversas técnicas de HPLC para la purificación de péptidos y proteínas. 
En el caso de los péptidos es considerable el empleo de técnicas basadas en HPLC en 
fase reversa (RP-HPLC) la cual consiste en la elución del péptido crudo con un gradiente 
de solventes (fase móvil polar) donde son utilizados diferentes buffers y solventes 
orgánicos como Metanol y Acetonitrilo, a través de una columna cromatográfica (fase 
estacionaria) de naturaleza no polar. Las dimensiones y especificaciones de la columna 
varían de acuerdo al proceso realizado (nivel analítico semipreparativo o preparativo). La 
fase estacionaria está compuesta  de gel de sílice con una superficie funcionalizada con 
cadenas C-8 a C-18, por lo que el mecanismo de separación de los componentes del 
crudo se basa en las interacciones hidrofóbicas débiles entre el péptido y la fase 
estacionaria (57). Aunque el método ha demostrado ser apropiado para obtener péptidos 
de alta pureza, en algunas secuencias difíciles con un alto porcentaje de residuos 
hidrofóbicos pueden estar presentes productos con deleciones que son 
cromatográficamente indistinguibles (58), además se requirieren columnas y equipos que 
hacen un proceso eficiente bastante costoso. El seguimiento de la purificación se realiza 
con detectores UV o preferiblemente en sistemas acoplados a detectores de 
espectrometría de masas (56). 
1.3.2.2   SPE 
La SPE es un método de extracción similar a la cromatografía líquida que utiliza una fase 
en estado sólido y una fase líquida para aislar o separar uno o un tipo de analitos 
presentes en una solución. Presenta ventajas frente a la cromatografía preparativa al ser 
más amigable con el medio ambiente, más rápido y sencillo, se desperdicia menos 
muestra y resulta ser económico (59) además tiene ventajas sobre PR-HPLC en 
parámetros como la velocidad de purificación, reproducibilidad y eficiencia (55).  
El montaje para realizar la purificación de un péptido a través de RP-SPE cuenta con una 
jeringa de polipropileno donde se empaca cierta cantidad de sorbente (50mg – 10g). Este 
dispositivo es conocido como cartucho, el cual se prepara para el proceso usando 
lavados con agua y metanol.  
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A través del cartucho se hace pasar una solución de péptido crudo el cual queda retenido 
por su mayor afinidad con los grupos apolares de sorbente (por ejemplo C18) frente a la 
del medio donde fue disuelto.  Cabe aclarar que queda retenido el péptido junto con los 
demás constituyentes del crudo, como péptidos incompletos subproductos de los 
procesos de acople, los cuales son posteriormente eluídos con soluciones de diferente 
polaridad. Las fracciones con las moléculas disueltas son recolectadas y analizadas para 
seleccionar aquellas que tengan el péptido con mayor pureza. Para darle velocidad al 
proceso es necesario mantener un diferencial de presión, el cual puede generarse al 
aplicar una pequeña presión de gas en la parte superior de la jeringa o generando vacío 
en la parte inferior.  
1.3.3 Caracterización  y cuantificación de péptidos  
Para caracterizar o cuantificar un péptido lo primero que se debe hacer es preparar la 
muestra ya que muchas veces es necesario separar el péptido de otras moléculas que 
pueden interferir con el análisis. Se suele hacer una separación utilizando RP-HPLC que 
es una de las técnicas más empleadas para el análisis de péptidos, aunque también se 
han utilizado herramientas como la electroforesis capilar (36). Además de la separación, 
el proceso de cuantificación se basa en la respuesta específica que ofrece el péptido o 
un derivado a algún fenómeno (por ejemplo absorción de luz) que pueda ser medible y 
que ojala apruebe por los parámetros de validación de la metodología. Se utilizan 
estándares certificados para comparar su respuesta al fenómeno medido con la aquella 
que presenta el péptido.   
1.3.3.1   Métodos espectrofotométricos de cuantificación 
Los métodos espectrofotométricos han sido una valiosa herramienta para el análisis de 
péptidos. Hacen parte de diversas técnicas como la electroforesis, ELISA, análisis 
Wenstern Blot y la misma HPLC (60). Puede realizarse una cuantificación directa como la 
realizada en el detector del HPLC a 205nm o 280nm (UV), o también se pueden utilizar 
métodos colorimétricos donde es aprovechada la capacidad de los grupos N-terminal de 
reaccionar cuantitativamente con reactivos para formar derivados coloreados (36). De los 
métodos colorimétricos únicamente son aplicables para péptidos la cuantificación basada 
en Ninhidrina  y el método del ácido bicinconínico (60).  
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1.3.3.2   Cuantificación con ácido bicinconínico (BCA)  
El método con BCA ha sido ampliamente utilizado en la determinación de proteínas 
gracias a su sensibilidad y especialmente a que tolera la presencia de especies que 
pueden causar interferencia con otros ensayos. Se basa en dos reacciones, una es la 
reducción del ion Cu2+ a Cu+ debida a la presencia del enlace peptídico y de algunos 
residuos en un medio alcalino, y la segunda la quelación del Cu+ por el BCA que forma un 
complejo hidrosoluble con un intenso color purpura que absorbe luz a 562nm (61).  
Sin embargo este método no es muy recomendado para la cuantificación de péptidos, 
porque no solo los enlaces peptídicos son responsables de la generación del complejo 
coloreado, sino también la presencia de algunos aminoácidos como cisteína (Cys), 
triptófano (Trp) y tirosina (Tyr), y la estructura macromolecular de las proteínas (62). Por 
tanto se han realizado modificaciones que permiten su uso en la cuantificación de 
péptidos (63), en donde se tratan con calor y algunos tensioactivos. 
1.3.3.3   Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas es una herramienta ampliamente utilizada, a menudo 
acoplada con HPLC. Permite caracterizar péptidos, obteniéndose una valiosa información 
como es la masa de la molécula analizada. Se han desarrollado técnicas como MS/MS 
donde se acoplan dos analizadores de masas a un HPLC generando varias ventajas en 
el análisis de péptidos (64,65). Sin embargo aún existen varios desafíos como los que 
corresponden a  las propiedades fisicoquímicas de los péptidos (pureza, solubilidad etc.), 
como los relacionados a la cuantificación con espectrometría de masas (66). 
1.3.3.4   Dicroísmo circular 
Es una técnica que aprovecha la característica de los cromóforos de las moléculas 
peptídicas, de tener la capacidad de absorber diferencialmente la luz polarizada 
circularmente a la derecha o a la izquierda (66). El principal cromóforo en los péptidos es 
el grupo amida que aunque no es ópticamente activo se encuentra en un entorno quiral 
que interactúa con la luz ya que las transiciones ópticas de este enlace amida se pueden 
dividir en múltiples transiciones que tienen longitudes de onda e intensidades que pueden 
variar según el entorno (67), lo cual lleva a que se puede obtener información sobre la 
estructura secundaria del péptido en solución según el espectro obtenido. Su utilidad ha 
sido explorada para utilizarlo también como detector acoplado a un sistema HPLC en 
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donde al igual que la técnica LC-MS se puede realizar un análisis obteniendo información 
adicional sobre las características de la molécula peptídica (68). 
1.4 La vía transdérmica 
El péptido vehiculizado al ser aplicado sobre la piel debe alcanzar el sitio objetivo que 
como ya vimos son las terminales pre-sinápticas de las neuronas en la unión 
neuromuscular en músculos del rostro. Por lo tanto, la molécula debe permear a través 
de la piel y no permanecer en otros posibles estratos que pudiese alcanzar (Tabla 1-3).  
Tabla 1-3: Dianas biológicas de diferentes clases de productos aplicados sobre la piel 
(69). 
OBJETIVO TIPO EJEMPLOS 
Superficie 
Limpiadores 
Protectores 
Oclusivos 
Jabones 
Protectores solares 
Petrolato 
Estrato córneo 
Hidratantes 
Emolientes 
Queratolíticos 
Glicerina 
Aceite mineral 
Ácido Salicílico 
Epidermis viva y Dermis 
Antiinflamatorios 
Antibióticos 
Anestésicos 
Hidrocortisona 
Clindamicina 
Lidocaína 
Subcutáneo Analgésicos Salicilato de metilo 
Sistémico (transdérmico) Vasodilatadores Nitroglicerina 
Glándulas sudoríparas Antitraspirantes Sales de Aluminio 
Glándulas sebáceas Antiacné Ácido Retinoico 
Folículo piloso, unidad pilosebácea Antiandrogénicos Minoxidil 
Si se pretende que el acetilhexapéptido-3 alcance su diana biológica en la concentración 
adecuada para que pueda ejercer adecuadamente su acción es necesario revisar las 
características propias del producto cosmecéutico, como las propiedades fisicoquímicas 
del péptido, su concentración y el tipo de forma farmacéutica. También deben ser 
evaluados factores propios de la zona de aplicación entre los cuales son importantes el 
área de contacto entre la piel y el producto cosmecéutico, la región anatómica, el grado 
de irrigación de la zona, la forma oclusiva o no oclusiva de aplicación, e incluso la edad 
de la persona. Finalmente factores que afectan la biodisponibilidad del péptido una vez 
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entre en contacto con la piel, como aquellos que tengan que ver con los mecanismos de 
permeación cutánea hasta alcanzar el sitio de acción, además de su estabilidad in vivo. 
Aunque la piel es un complejo sistema constituido por diversas estructuras en donde 
tienen lugar un sinnúmero de procesos y reacciones que mantienen la homeostasis del 
cuerpo, las características del estrato córneo (SC) son las principalmente involucradas en 
los procesos de permeación de PAs a través de la piel. Una vez que la molécula logra 
atravesar el SC esta difunde a través de los demás tejidos hasta los músculos, e incluso 
alcanza el torrente sanguíneo, según su distribución y metabolismo.  Es entonces que 
haciendo referencia al término transdérmico, se puede decir que se ha utilizado para 
aquellos fármacos (muchas veces en parches) que al ser aplicados sobre la piel 
pretenden alcanzar (muchas veces mantener) niveles en sangre adecuados para generar 
un efecto terapéutico (70). En el presente trabajo el termino hace referencia al paso del 
péptido al estrato subcutáneo sin conseguir concentraciones séricas importantes. 
1.4.1 El estrato corneo  
La piel es el órgano más grande del cuerpo humano, llegando a tener una masa de 5 Kg 
y una área de 2 m2 (71). Su principal función es ser la primera línea de defensa ante 
factores externos como sustancias tóxicas, microorganismos, radiaciones e incluso 
traumas mecánicos, además de controlar la salida de agua y de electrolitos (71,72). Por 
tanto el ingreso de xenobióticos como principios activos (PAs) a través de ella, se ve 
poco favorecido al tener una permeabilidad selectiva intrínseca.  
Morfológicamente la piel se compone de dos capas, la dermis y la epidermis. La 
epidermis (Figura 1-14 B) es la capa externa de la piel y tiene un grosor alrededor de 
250μm, mientras que la dermis, la capa interna, presenta un grosor promedio de 50 μm  
dependiendo de la parte del cuerpo donde se mida (73). El SC se encuentra en la parte 
más externa de la epidermis, siendo el principal responsable de la permeabilidad 
selectiva de la piel. Está formado por un promedio de 12 a 15 capas de corneocitos que 
son células de forma aplanada con un diámetro aproximado de 30 μm a 40 μm y un 
grosor de 0,30 μm a 1,0 μm (29). Se encuentran fuertemente adosados entre sí por 
medio de estructuras de anclaje llamadas desmosomas que aportan rigidez (12). 
Los espacios entre las capas y entre las mismas células (regiones intercorneocitos) son 
ocupados con lípidos como las ceramidas, el colesterol y ciertos ácidos grasos que se 
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encuentran unidos a las membranas celulares (12, 13). Estos componentes de la parte 
más externa de la piel hacen que se convierta en una barrera lipídica que dificulta la 
permeación de sustancias hidrofílicas hacia el interior. 
Las columnas de corneocitos se agrupan entre sí formando “clusters” de 
aproximadamente una docena, generando algunos canales conocidos como inter-clúster, 
que tienen pocos lípidos de relleno y menos resistencia al paso de moléculas y entre 
estos grupos se forma una intersección de agrupaciones (cluster junction) que son 
canales más grandes con menor resistencia a la permeación de moléculas. Como se 
puede observar en la Figura 1-14 A, esta organización se puede evidenciar de manera 
similar en piel de ratón, la cual ha servido como modelo de membrana en ensayos ex- 
vivo de permeabilidad cutánea (74) y tendría una estructura similar a la piel humana (75).  
Figura 1-14: A) Fotografía de la superficie de piel desnuda de ratón de (200 x 200 µm2) 
utilizando CLSM en modo fluorescente. Las partes grises son las regiones inter-
corneocitos y las negras son las inter-clusters, que presentan una relativa alta y baja 
resistencia a la penetración respectivamente (75). B) Estructura típica de la epidermis 
(76). 
 
El tamaño de estos conductos es variable y corresponde a distribuciones que dependen 
de los sitios del cuerpo donde sean medidos. Por ejemplo las glándulas secretoras tienen 
tamaños entre 50 μm y 150μm, los conductos sudoríparos tamaños aproximados a 50 μm  
mientras que los folículos pilosos tienen un rango entre 50 μm y 700 μm. Otros conductos 
más pequeños son las intersecciones de agrupaciones (30-80 μm) y los canales inter 
clusters (aprox 5 μm), mientras que las regiones inter-corneocitos ya mencionadas 
48 Diseño de liposomas para la administración de un péptido cosmético 
 
constituyen los canales de 0,5nm a 7nm, los cuales tienen una abundancia relativa mayor 
(77).   
1.4.2 Permeación de principios activos a través de la piel 
En los años 40’s se inició el estudio de la ruta percutánea que durante cuatro décadas 
desarrolló herramientas, metodologías y propuso mecanismos que permitieron obtener 
información suficiente para poder diferenciar la vía tópica de la vía transdérmica (78).  
Con estos conocimientos puestos en práctica, en 1979 fue aceptada la comercialización 
del primer medicamento, el cual fue un parche de escopolamina fabricado con una dosis 
para tres días, utilizado en el tratamiento del mareo causado por movimiento. A partir de 
esto se han venido elaborando y utilizando numerosos medicamentos por esta vía 
(Figura 1-15), mientras que muchos otros se encuentran en fases de estudio clínicas 
(79). 
Aunque el número de medicamentos suministrados vía transdérmica va en aumento, hay  
desventajas que limitan su uso, entre las cuales, dos son determinantes para su 
desarrollo: 1. Pocos PA’s son tan potentes como para tener acción terapéutica en las 
bajas cantidades que ingresan a través de la piel y 2. La irritación local que producen 
muchos PA’s y ciertos excipientes, puede ser causante de patologías aún más serias que 
la que motivó el tratamiento (80,81). Por estas razones, se hace necesario tratar de 
minimizar estos efectos mediante la utilización de estrategias como las reportadas en la 
Figura 1-16. 
Cabe resaltar algunas ventajas que ofrecen estos sistemas como, 1. No induce los 
efectos adversos de la vía oral como la  irritación estomacal, efectos del primer paso, o 
interacciones con otros PA’s o con alimentos; 2. Permite prolongar la duración de la 
actividad (especialmente en parches), obteniéndose mejor adherencia y éxito en el 
tratamiento; 3. Permite un inicio de acción más rápido en comparación a otras vías; 4. Se 
reducen complicaciones adversas al no ser tratamiento invasivo; y 5. Es posible una fácil 
interrupción de la terapia si se llegase a presentar alguna complicación (80,81). 
Aunque las ventajas propias de la vía de administración son claras, cada PA debe 
cumplir con ciertos requerimientos para que su permeación a través de la piel pueda ser 
exitosa. Estas características son 1. Tener un bajo peso molecular, 2. Un coeficiente de 
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reparto octanol-agua que refleje el grado deseable de lipofilicidad de la molécula, 3. Que 
sea una molécula potente, 4. Baja irritabilidad dérmica, 5. Punto de fusión bajo y 6. Que 
no forme puentes de hidrógeno (81,82). A partir de estas propiedades, se han realizado 
modelos matemáticos que logran predecir  el flujo de un PA a través de la piel, los cuales 
han dado pautas sobre diseños de sistemas transdérmicos, brindado información acerca  
de si un PA podría o no tener éxito cuando es administrado por esta vía.  
Figura 1-15: Medicamentos de aplicación transdérmica aprobados por la FDA desde 
1979 (79). 
 
Por ejemplo, la Ley de Fick (Ecuación (1-1)) se ha utilizado para describir la permeación 
de PA’s a través del SC. Relaciona la cantidad de soluto (Q) que atraviesa una sección 
de SC de área de aplicación A, en un periodo de tiempo (T), con un gradiente de 
concentración constante en los dos lados del SC (ΔCsc), un coeficiente de difusión en la 
membrana (D) y con una longitud de trayecto (h).  
Suponiendo que el SC se comporta como una membrana casi homogénea y luego de un 
tiempo de latencia hasta establecer la difusión del soluto, se puede hablar de un flujo en 
el estado estacionario (Jss) definido en la ecuación 1-2. También se puede establecer el 
parámetro coeficiente de permeabilidad (Kp) que se relaciona con el flujo en el estado 
estacionario (Jss) (ecuación 1-3) el cual se ha logrado determinar experimentalmente en 
función del peso molecular (MW) y el coeficiente de permeación octanol/agua (P) de 
cada PA (ver Ecuación 1-4). Conociendo el Kp se podría obtener un Flujo máximo (Jmax) 
que se obtendría en teoría al utilizar una concentración saturada de PA en el vehículo 
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(ver ecuación 1-5). Se puede concluir de esta manera que existe una relación estructura-
permeabilidad que permite cuantificar el flujo de PA a través del SC (82). Algunos 
estudios han calculado que la permeación óptima de los PA’s es obtenida cuando su 
peso molecular es inferior a 500 Da y su log P se encuentra entre 1 y 3 (83).  
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                                                     (1-3) 
                                                       (1-4) 
                                                     (1-5) 
Sin embargo como dijimos anteriormente pocos PA’s cumplen satisfactoriamente con un 
flujo efectivo terapéutico. Por tanto, se han propuesto estrategias para el mejoramiento 
de este flujo, las cuales abarcan puntos de vista diferentes en donde se incluyen: el 
aumento de la permeabilidad de la piel por medio de potenciadores químicos de la 
penetración (84,85), el empleo de energía en forma de temperatura durante unas 
fracciones de segundo para calentar la superficie de la piel mejorando la permeación sin 
dañar los tejidos (86), el empleo de corriente eléctrica para inducir el paso de moléculas 
cargadas (87) o el uso de ultrasonido (88). 
También se han realizado modificaciones estructurales a PA’s uniéndolos a cadenas 
hidrocarbonadas en donde lo que se pretende es aumentar su valor de P hasta mejorar 
la permeación (89). También se han utilizado estructuras como los dendrímeros, las 
micelas y los liposomas que actúan como incrementadores de la permeabilidad debido a 
cierta afinidad de sus componentes con el SC, y que además mejoran  la solubilidad del 
fármaco en sus matrices respectivas (4,75,79). 
En la Figura 1-16 se resumen algunas estrategias para el mejoramiento de la permeación 
cutánea de PA´s. Para el desarrollo del presente trabajo se eligió del subgrupo de 
vesículas y partículas, específicamente los liposomas, para la encapsulación del péptido 
sintético, como un método para mejorar su permeación cutánea. Adicionalmente se ha 
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demostrado que en formulaciones cosméticas los mismos lípidos que los componen 
traen beneficios para la buena salud de la piel (5). 
Figura 1-16: Algunos métodos y estrategias utilizadas para aumentar la permeación de 
fármacos a través de la piel (4). 
 
1.5 Liposomas 
En solución acuosa y en cierta concentración, los tensioactivos se agrupan 
espontáneamente en estructuras ordenadas llamadas micelas, las cuales distribuyen sus 
“cabezas polares” hacia el exterior de la estructura con el fin de aislar las “colas 
hidrofóbicas” del contacto con el agua formando una monocapa (Tabla 1-4). De otra parte 
las propiedades de la mayoría de fosfolipidos (PLs), facilitan la formación estructural 
basada en bicapas que son la base estructural de los liposomas, los cuales son descritos 
como vesículas generalmente esféricas con un compartimiento interno acuoso. 
1.5.1 Caracterización física 
Una vesícula liposomal puede estar conformada por una o varias bicapas fosfolipídicas 
(lamelas), dispersadas en el medio acuoso (Figura 1-17). El diámetro de cada vesícula es 
diverso y varía desde 20nm hasta 5000nm (90), el cual depende principalmente de las 
características fisicoquímicas del PL y del método de fabricación empleado (91). Con 
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base en estas características morfológicas, los liposomas son clasificados como se cita a 
continuación:   
Tabla 1-4: Efecto de la naturaleza de las moléculas anfifílicas en la estructura de los 
agregados formados (92). 
TENSIOACTIVO FORMA ORGANIZACIÓN 
 
 
Detergentes 
Jabones 
Lisofosfolípidos 
 
 
Cono Invertido 
 
Micela  
 
Fosfatidilcolina 
Fosfatidilserina 
Fosfatidilinositol 
Esfingomielina 
Dicetilfosfato 
  
Cilindro 
 
Bicapa 
 
Fosfatidiletanolamina 
Ácido fosfatídico 
Colesterol 
Cardiolipina 
 
 
Cono 
 
Micelas invertidas 
1.5.1.1 MLVs: Vesículas multilamelares grandes (Multilamelars Large Vesicles) 
Están constituidas por cinco o más bicapas y presentan tamaños mayores a 500 nm. Las 
vesículas compuestas de pocas bicapas concéntricas a menudo son llamadas liposomas 
oligo-lamelares. Las MLVs fueron los primeros liposomas obtenidos a través de la 
hidratación de la película de PL formada y tienen amplia utilidad en la encapsulación de 
PA’s lipofílicos (91). 
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1.5.1.2 LUVs: Vesículas unilamelares grandes (Large Unilamelars Vesicles) 
Son liposomas de un tamaño de 100 nm hasta 1000 nm formados de una sola bicapa 
lipídica. Presentan una alta capacidad de encapsulación de activos hidrofílicos, debido al 
elevado volumen del compartimiento interno (93).  
1.5.1.3 SUVs: Vesículas unilamelares pequeñas (Small Unilamelars Vesicles) 
Son pequeñas vesículas de menos de 80 nm de diámetro y constituidas por una sola 
bicapa. Aunque presentan cierta homogeneidad en su tamaño son termodinámicamente 
inestables exhibiendo una tendencia a la agregación (91). Tienen baja capacidad de 
encapsulación y no se recomienda para activos hidrofílicos por su disminuido volumen 
interno (93). 
Figura 1-17: Tipos de liposomas según sus características físicas (90). Nótese el 
compartimiento interno acuoso (AC). 
 
1.5.2 Composición química 
1.5.2.1 Fosfolípidos  
Los PLs son un tipo especial de tensioactivos, reconocidos por ser  indispensables para 
que la vida tal como la conocemos pueda existir, ya que son las principales moléculas 
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formadoras de las membranas biológicas (94). Su nombre se debe a que en su 
estructura exhibe un grupo fosfato ubicado en la parte hidrofílica de la molécula. Se 
pueden clasificar en dos tipos glicerofosfolípidos y esfingolípidos. 
1.5.2.1.1 Glicerofosfolípidos 
La estructura de un glicerofosfolípido como se observa en la Figura 1-18, tiene como 
núcleo una molécula de glicerol, en donde  a uno de sus carbonos primarios se une la 
cabeza hidrofilica de la molécula que consta de un grupo fosfato y un grupo polar que 
varía dependiendo el PL.  
Figura 1-18: Estructura de algunos glicerofosfolípidos (95). 
 
El otro carbono primario y el secundario del glicerol se unen a largas cadenas 
hidrocarbonadas (R’ y R’’) mediante enlaces tipo éster. Podría decirse que los dos grupos 
-OH del glicerol se esterifican con los grupos –COOH de dos ácidos grasos (94,95). La 
fosfatidilcolina (PC) es el glicerofosfolípido más conocido y es sintetizado en el retículo 
endoplasmático de la célula eucariota a partir del diacilglicerol. Es el componente 
mayoritario de las membranas celulares y además participa en otras funciones 
bioquímicas celulares (96). También es el PL más usado en la industria farmacéutica ya 
que se obtiene fácilmente de múltiples fuentes, con procesos relativamente sencillos. Las 
fuentes principales son la yema de huevo y la soya, aunque comercialmente se venden 
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también fosfatidilcolina de corazón, hígado y cerebro de bovino aunque son más 
costosas.   
La lecitina de soya es un subproducto obtenido en la producción del aceite (97). Se 
extrae con agua en un proceso llamado desgomado y el producto final contiene cerca del 
35% del aceite de soya, mientras que el 65% son diferentes PLs, mayoritariamente PC, 
fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol. Las composición molecular de la lecitina puede 
variar dependiendo del proceso o de la materia prima, pero principalmente son PLs con 
cadenas hidrocarbonadas entre 10 y 18 C con 0, 1, 2 o 3 insaturaciones (98). Estos PLs 
son utilizados en las industria farmacéutica y cosmética como materia prima, mientras 
que la lecitina es usada principalmente como emulsificante en la industria de alimentos 
(97). La obtención de PC y de otros PLs con mayor pureza a partir de la lecitina, se hace 
mediante extracción continua con solventes, en donde en las primeras fracciones son 
eliminados los ácidos grasos que componen el aceite (99).  
Las membranas de PC pueden estar en diferentes fases según la temperatura. A bajas 
temperaturas se encuentran herméticamente ordenadas en una fase “sólida” conocida 
como fase gel. A medida que aumenta la temperatura existe una transición o un cambio a 
la fase de cristal-líquido en donde existe un movimiento mayor de las moléculas que 
componen la membrana  (100). Esta temperatura de transición (Tc) es influenciada por 
las características moleculares del PL principalmente de las dos cadenas 
hidrocarbonadas. Generalmente, a medida que estas cadenas son más largas y entre 
menor sea el grado de insaturación, la Tc de la PC es mayor (100). Este es un aspecto 
de vital importancia ya que en temperaturas superiores a Tc hay una inestabilidad propia 
referida a la formación de rotámetros Gauche formando movimientos tanto inter como 
intramoleculares, lo cual produce que aumente la permeabilidad de la bicapa 
permitiéndose un posible flujo de los PA’s. Por tanto un liposoma tendría más estabilidad 
referida a la capacidad de mantener un PA encapsulado cuando es almacenado a 
temperaturas inferiores a la Tc, mientras que sería más estable in-vivo cuando la 
temperatura de transición es mayor a la temperatura del organismo (101).  
1.5.2.1.2 Esfingolípidos 
Los otros PLs de origen natural ampliamente utilizados, son los esfingolípidos, que al 
igual que la PC, son componentes fundamentales de las membranas celulares (102). La 
esfingomielina es un lipoide catiónico que resulta de la esterificación de una ceramida 
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con un grupo fosforilcolina. Es utilizada especialmente en formulaciones con aplicaciones 
inmunológicas, aunque su elevado costo restringe considerablemente el uso a escala 
industrial. 
1.5.2.2   Otros componentes 
El colesterol es un tensioactivo que se halla distribuido ampliamente en las membranas 
celulares. Ha sido utilizado en la elaboración de liposomas, ubicándose entre las bicapas 
fosfolipídicas de modo tal que su grupo OH queda orientado hacia el solvente acuoso 
mientras que la parte apolar de la molécula se ubica entre las colas hidrocarbonadas en 
el dominio hidrofóbico. Esta parte de la molécula da rigidez al liposoma ya que evita el 
movimiento molecular de las cadenas de la PC, lo cual se ha comprobado con un 
aumento de la Tc de la PC (103). Este fenómeno disminuye también la permeabilidad del 
liposoma mejorando su integridad, lo que genera que la cantidad de PA encapsulado 
dependa muchas veces de la cantidad de colesterol en la formulación, lo cual es 
sinónimo no solo de una mejor encapsulación de PA’s sino de una mayor estabilidad del 
sistema (104). 
Otros componentes no estructurales usados en la fabricación de liposomas son aquellos 
que mejoran la estabilidad química de los lípidos utilizados, especialmente cuando son 
lípidos insaturados los cuales tienden a oxidarse con facilidad. Por tanto en 
formulaciones liposomales es común la presencia de antioxidantes como α-tocoferol 
(100). También son incorporadas a las formulaciones soluciones reguladoras de pH, 
aunque su presencia al aumentar la fuerza iónica del medio puede afectar la 
encapsulación de ciertos PA´s (105). 
1.5.3   Liposomas flexibles 
El potencial de los liposomas como sistemas de liberación mejorados en la vía tópica fue 
explorado desde 1980 cuando se concluyó que al encapsular acetónido de triamcinolona 
se aumentó la concentración cinco veces en dermis y epidermis, disminuyendo también 
su nivel sistémico, al compararlo con la administración de formulaciones convencionales 
con la misma concentración (106). Sin embargo, como previamente se discutió, aunque 
la aplicación de cualquier PA vehiculizado sea sobre la piel, las dianas biológicas que 
pueden alcanzar las moléculas son diversas. Esto se debe a que hay descritos dos 
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grupos de mecanismos mediante los cuales los liposomas contribuyen al ingreso de PA’s 
a los estratos de la piel (107). Un primer grupo como se describe en la Figura 1-19, es 
cuando ocurre una “alteración estructural liposomal” donde se contempla, (A) la 
destrucción de los liposomas al entrar en contacto con la piel liberando el PA en la 
superficie, (B) el efecto de los lípidos formadores como agentes químicos mejoradores de 
la permeabilidad y (C) la adherencia y posterior fusión con los lípidos del SC (107). El 
segundo grupo contempla a los liposomas que atraviesan intactos los canales tanto 
lipofílicos (D) como hidrofílicos de la piel (E). Lo que es claro es que los liposomas que 
atraviesan el SC corneo intactos pueden llevar el PA encapsulado a estratos más bajos 
de la piel mientras los que son alterados y destruidos y dejan los principios activos en 
estratos más externos. 
Figura 1-19: Posibles mecanismos de acción de los liposomas como sistemas de 
liberación de PA’s en la piel (107). 
 
Los liposomas clásicos constituidos por PLs y colesterol son rígidos, y al ser aplicados 
sobre la piel es probable que su mecanismo de acción corresponda a los descritos para 
el primer grupo, lo que dificulta llegar a los PA’s encapsulados, a estratos más profundos 
de la piel. De hecho se ha demostrado que aunque los liposomas clásicos ayudan a 
58 Diseño de liposomas para la administración de un péptido cosmético 
 
alcanzar diversas dianas biológicas al ser aplicados tópicamente, no ayudan a mejorar 
significativamente el paso transdérmico (106). 
Realizando una unificación de términos, se puede afirmar que los mecanismos A, B y C 
son aquellos que hacen referencia a la permeación de PAs mientras que los mecanismos 
D y E son de penetración. Sin embargo como se vió anteriormente, para que un PA 
pueda permear el SC debe cumplir con una serie de requisitos, especialmente de índole 
estructural, lo cual llevó a pensar en modificar las propiedades de rigidez de las vesículas 
que les permitiera deformarse, manteniendo su contenido encapsulado. Esta flexibilidad 
le daría las características de penetración apropiadas poder atravesaran los canales 
manteniendo su integridad y logrando permear completamente los estratos de la piel.  
La primera generación de estos liposomas flexibles fueron los Transfersomas®, los 
cuales incorporaron en su estructura lamelar tensioactivos como colato (CS) y 
deoxicolato de sodio (DCS). Poseen una propiedad muy importante como es el grado de 
deformabilidad que muestra la capacidad que posee este tipo de liposomas de atravesar 
un poro (Figura 1-20). Por ejemplo,  un grado de deformabilidad de 5 en vesículas de 
100nm indicaría que podría pasar por un poro de diámetro de 20nm (100nm/5=20nm) 
manteniendo su integridad (75).Como se discutió anteriormente, los canales 
intercorneocitos son los más abundantes en la piel pero son los más pequeños (0,5-
7nm), aunque se ha demostrado que tienen la capacidad de ensancharse a valores entre 
20nm y 30 nm (75). Por tanto teóricamente liposomas flexibles entre 100 y 150nm 
podrían penetrar este tipo de poros. 
Los liposomas elásticos de segunda generación incorporaron tensioactivos no iónicos a 
la bicapa lipídica, mientras que los de tercera generación aumentaron la capacidad de 
permeabilidad de las vesículas a través del desarrollo de sistemas ternarios con los 
lípidos, agua y etanol conocidos como etosomas® (108).   
En general los liposomas flexibles han sido una herramienta valiosa para la 
administración de diversos PA’s los cuales incluyen polipéptidos que tendrían una baja 
permeación a través de la piel intacta (109). Cabe aclarar que la liberación transdérmica 
no se limita a los clásicos parches utilizados en las primeras etapas de su desarrollo, sino 
que también incluye sistemas vesiculares flexibles de administración tópica no oclusiva, 
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aunque algunas veces los etosomas® han sido administrados de manera oclusiva para 
mantener la concentración etanólica con buenos resultados (106). 
Figura 1-20: Deformación de los liposomas flexibles durante la penetración a través de 
los poros intercelulares (108). 
 
1.5.4   Elaboración de liposomas 
La elaboración de liposomas se puede dividir en dos pasos fundamentales. Una 
fabricación preliminar, en donde según el método empleado son obtenidos habitualmente 
MLVs, y el acondicionamiento de la vesícula en donde los liposomas son modificados 
principalmente en sus características físicas. Actualmente existe una gran diversidad de 
métodos en donde son utilizados diseños experimentales para optimizar las condiciones 
de elaboración y son trazadas estrategias para controlar desventajas inherentes a los 
procesos. 
1.5.4.1 Hidratación de la película de PLs formada 
Se clasifica dentro del grupo de las técnicas de agitación mecánica (100) y fue el primer 
método desarrollado, el más simple y más ampliamente utilizado (110). En él los PLs y 
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los constituyentes lipofílicos de la formulación son disueltos en un solvente orgánico que 
se elimina en un rotavapor dejando una película lipídica en las paredes del recipiente. 
Esta película posteriormente es hidratada con una solución acuosa, que a menudo es un 
buffer, en donde se encuentran disueltos los componentes hidrofílicos de la formulación. 
La hidratación debe realizarse a una temperatura superior a la Tc del PL. Este es el 
método de fabricación preliminar más utilizado en escala laboratorio y es relativamente 
sencillo de realizar. Una de las etapas críticas del proceso es la evaporación exhaustiva 
de los solventes utilizados, para evitar inconvenientes de toxicidad (100). Una de las 
desventajas es que hay una de baja eficiencia de encapsulación para moléculas 
hidrofílicas. 
1.5.4.2 Método para producir REV (Reverse-phase Evaporation Vesicles) 
El método de inversión de fases por evaporación, se encuentra dentro del grupo de 
métodos llamados dispersión con solventes (100) y ha sido utilizado para encapsular PAs 
hidrofílicos (111) debido a que se producen liposomas con un amplio compartimiento 
acuoso interno. Como se ve en la Figura 1-21, para que se lleve a cabo el proceso de 
formación de liposomas, los fosfolípidos disueltos en un solvente orgánico 1) son puestos 
en contacto con una solución acuosa donde se encuentra disuelto el PA 2) para que 
posteriormente sea formada la emulsión (w/o) que debe tener un tamaño de gotícula que 
le confiera estabilidad durante la evaporación del solvente 3). Próximo a finalizar el 
proceso de evaporación del solvente orgánico 4), es evidente la formación de un gel, que 
al colapsar permite inversión de fases 5) y formar los sistemas liposomales 6), que 
normalmente son de tipo LUV, aunque muchas veces al incrementar la concentración de 
PC pueden obtenerse MLV’s (111). 
1.5.4.3 Solubilización con detergentes 
En este método (112) los PLs se suspenden en la fase acuosa con ayuda de detergentes 
formando estructuras que se conocen como de micelas mixtas. Para formar la micela los 
detergentes requieren cierta concentración conocida como concentración micelar crítica 
(CMC), ya que a niveles inferiores las moléculas se encuentran como monómeros. Por 
encima del nivel de la CMC existe un equilibrio entre las moléculas libres y aquellas que 
están formando las micelas, fenómeno que se aprovecha para que estabilizado el 
sistema micelar mixto se pueden dializar moléculas libres de detergente, produciendo 
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que el detergente que forma la estructura junto con los PLs, se muevan al medio acuoso 
para poder restablecer el equilibrio. Los métodos utilizados para remover moléculas del 
detergente son aquellos que mantienen los liposomas en suspensión como la diálisis y la 
cromatografía en columna, siendo el más eficiente el segundo aunque pudiéndose 
manejar mayores volúmenes con el primero. Una de las principales desventajas de este 
método es que es inevitable la remoción de otras pequeñas moléculas solubles lo que 
hace poco eficiente este método para la encapsulación de PA solubles. 
Figura 1-21: Diagrama de formación de liposomas REV (111). 
 
1.5.4.4  Métodos de acondicionamiento 
En los métodos de acondicionamiento, mediante la aplicación de energía se obtienen 
vesículas con características físicas mejoradas en relación a los liposomas previamente 
formados. Con ultrasonido se reduce el tamaño de las vesículas formando SUVs, de 
distribuciones más homogéneas; aunque frecuentemente durante este proceso se 
pueden reducir las eficiencias de encapsulación de los PA’s. El proceso de ultrasonido se 
lleva a cabo por medio de una sonda que es introducida a la suspensión liposomal o por 
un baño de ultrasonido donde el recipiente con los liposomas es introducido a un 
compartimiento sometido a ultrasonido sin que exista contacto físico con la fuente. Este 
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proceso genera calor el cual debe ser controlado  con la utilización de un baño de hielo, 
ya que el aumento a temperaturas superiores a la Tc puede inducir la liberación del PA 
desde el liposoma, incluso puede acelerar la oxidación de los lípidos. En este proceso el 
tamaño de partícula es inversamente proporcional al tiempo de sonicación y muchas 
veces se tienen distribuciones bimodales de tamaño que tienden a la normalidad a 
medida que el tiempo aumenta (113). 
Otra técnica empleado para acondicionar liposomas es el método de extrusión en donde 
los MLVs son forzados a pasar a través de filtros de policarbonato de tamaños nominales 
de 50 nm, 100 nm o 200 nm. Este proceso utiliza altas presiones y el paso repetido a 
través de estos filtros disminuye el tamaño de los liposomas generando distribuciones 
bastante homogéneas y sin riesgo de oxidación de lípidos o la posible contaminación con 
titanio como cuando se utiliza el ultrasonido de sonda. Sin embargo, los equipos para el 
proceso de extrusión al ser elaborados con acero inoxidable son bastante costosos.  
A gran escala tanto el proceso de fabricación como el proceso de acondicionamiento son 
realizados utilizando la técnica de micro-fluidización en donde suspensiones de lípidos en 
agua se hacen pasar por filtros de 1 μm - 5 μm utilizando grandes presiones (10.000 psi 
a 20.000 psi). El caudal producido es dividido en dos corrientes que son obligadas a 
chocar a gran velocidad y la alta energía producida durante el choque hace que los PLs 
se autoensamblen en liposomas (114). 
 2 Obtención y caracterización de 
acetilhexapéptido-3  
2.1 Introducción 
Los péptidos y las proteínas son moléculas que participan en la mayoría de los procesos 
biológicos que tienen lugar en los organismos vivos. Por esta razón, han sido el foco de 
numerosas investigaciones en las últimas décadas y se han constituido en soporte 
fundamental para el desarrollo de terapias con medicamentos de última generación. 
Actualmente hay numerosos productos farmacéuticos que contienen moléculas 
peptídicas como ingrediente activo, con varias indicaciones: antioxidante, 
antimicrobianos, antihipertensivos, citomoduladores e inmunomoduladores, entre otros 
(115). Esto refleja el creciente interés en la terapéutica basada en péptidos en la industria 
farmacéutica, ya que se estima que alrededor de 60 fármacos peptídicos han sido 
aprobados, cerca de 150 candidatos peptídicos se encuentran en estudios clínicos y que 
hay entre 500 a 600 en los estudios preclínicos (116). Por otra parte, como se examinó 
previamente, es indudable su importante rol en el desarrollo de productos cosmecéuticos, 
en donde se han convertido en una opción para el tratamiento del envejecimiento de la 
piel.  
La evidente importancia de este tipo de moléculas generó el interés por producir 
cantidades suficientes de ellas tanto para la investigación de sus propiedades como para 
la posterior producción de productos farmacéuticos.  Esto hizo que la síntesis química se 
adoptara como la metodología más apropiada con este propósito, teniendo en cuenta las 
ventajas que presenta, como la de incorporar en las secuencias peptídicas AA no 
naturales, o permitir la producción de grandes cantidades de producto especialmente 
para péptidos cortos de no más de 20 AA (2). En el presente capítulo se revisan varios 
aspectos de la síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS), y algunas modificaciones 
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respecto a la síntesis clásica, que nos permitieron obtener el acetilhexapéptido-3, una 
molécula con demostrada aplicación cosmecéutica. 
2.2 Materiales, equipos y métodos 
2.2.1 Materiales 
Resina Rink Amida AM (aapptec®); Arginina (Fmoc-Arg(Pbf)-OH, aapptec®); Metionina 
(Fmoc-Met-OH, aapptec®); Glutamina (Fmoc-Gln(Trt)-OH, aapptec®; Ácido Glutámico 
(Fmoc-Glu(OtBu)-OH, aapptec®); DCC (aapptec®); 6-Cl-HOBt (aapptec®); N,N-
Dimetilformamida 99,8% (PANREAC); Piperidina 99% (PANREAC); Anhídrido Acético 
98% PS (PANREAC); Fenol (MERCK®); Alcohol Isopropílico (Honeywell Burdick and 
Jackson); Piridina (MERCK®); Éter etílico (Honeywell Burdick and Jackson). Ácido 
Trifluoroacético (TFA), Etanoditiol, TIS, Diclorometano (DCM), Triton X 100. Cartuchos 
purificación, acetonitrilo (ACN), Columna symmetry® C18  3,9mm x150mm (Waters®). 
2.2.2 Equipos 
Horno microondas LG® MS-0745v 
Centrifuga Cense® R 535R-1 
Agitador de vórtice IKA® VORTEX 3 
Agitador SG22 SCHOTT® 
Plancha de calentamiento MSH 300 BOECO 
Cromatógrafo modular AGILENT® con detector U.V 
Espectrómetro de masas IT-TOF Shimadzu ®  
Polarímetro Jasco J-810 
2.2.3 Métodos 
2.2.3.1 Síntesis del Acetilhexapéptido-3 
El acetilhexapéptido-3 fue obtenido usando la metodología SPPS asistida por 
microondas, empleando la estrategia Fmoc/tBu (117,118). 1) La cantidad adecuada de 
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resina rink amida (0,46 meq/g), fue pesada y sometida a un proceso de hinchamiento por 
el tratamiento con DCM durante aproximadamente 2 horas con agitación constante (AC) 
y temperatura ambiente (TA). 2) La reacción de desprotección se realizó con una 
solución de 4-metilpiperidina (20 % en dimetilformamida (DMF) para retirar el grupo Fmoc 
y dejar el grupo amino disponible para permitir la incorporación del primer AA de la 
secuencia o aquel siguiente en la cadena peptídica. Con este propósito se utilizó un 
horno microondas convencional, en el cual la dispersión resina o resina-péptido en 
solución de desprotección, fue sometida a dos ciclos de radiación por microondas 
durante 30 s cada uno, a una potencia de 140 W. 3) La reacción de acople del AA se 
realizó luego de su activación por medio de la preparación de una solución de Fmoc-AA: 
DCC: HOBt (1:1:1 ) en DMF, con cinco excesos de AA respecto a la sustitución de la 
resina. Esta solución se dejó 15 min a TA y AC. Posteriormente, esta solución se 
adicionó a la resina o resina-péptido, y se sometió a siete ciclos de radiación de 
microondas durante 30 s cada uno, a una potencia de 140 W. Tanto en la reacción de 
desprotección como en la de acople, se llevó a cabo un proceso de enfriamiento hasta 
alcanzar la TA tras cada uno de los ciclos de exposición a la radiación.  
El proceso de acetilación se realizó poniendo en contacto el péptido-resina desprotegido 
en su grupo amino, con una solución de anhídrido acético: piridina : DMF (1:1:1). La 
reacción fue monitoreada de la misma manera que un ciclo de acople. 
Se realizaron cuatro síntesis partiendo de cantidades diferentes de resina como se 
describe en Tabla 2-2. La síntesis 1 (convencional) fue realizada sin la aplicación de 
radiación de microondas con el propósito de evaluar los efectos de esta energía en las 
reacciones y en el producto final. 
2.2.3.2   Desanclaje del péptido 
Al finalizar el acople de todos los AA de la secuencia, el péptido-resina seca se trató con 
solución de desanclaje (TFA: TIS: EDT: H2O 92,5: 2,5: 2,5: 2,5, 20 ml/g de resina-
péptido), durante 6 horas a TA y AC. Después del tiempo de reacción, se separó la 
resina mediante filtración. En la solución filtrada se precipitó el péptido crudo mediante la 
adición de éter etílico frío y se separó con ayuda de un proceso de centrifugación.  
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2.2.3.3   Monitoreo de reacciones 
Las reacciones de acople y desprotección se monitorearon con el test de Kaiser o prueba 
de Ninhidrina (46). El procedimiento consiste en tomar una mínima cantidad de resina  y 
adicionar dos gotas de la solución A (fenol 4 g/mL en etanol y cianuro de potasio 0.013 
mg/mL en piridina 1: 10) y una gota de la solución B (Ninhidrina 0.05 g/mL en etanol). 
Luego de calentar a 100 ºC durante 5 min se observa coloración azul intensa para el 
resultado positivo. En cada prueba se hace un blanco (sin péptido-resina) para tener una 
referencia. 
2.2.3.4   Purificación del péptido crudo 
Basados en los resultados RP-HPLC analítica del péptido crudo, específicamente el 
tiempo de retención, se diseñó un método para la purificación del péptido empelando una 
columna Super Clean LC-18 (RP-SPE) de 5g y tamaño de partícula 40-60 µm. 50 mg de 
acetilhexapéptido-3 crudo se disolvieron en TFA 0.05% en agua y fueron vertidos al 
cartucho. Posteriormente se realizó la elución de la muestra con soluciones de diferente 
polaridad que correspondían al programa de purificación descrito en la Tabla 2-3. Cada 
fracción se recogió y se analizó por cromatografía RP-HPLC analítica para luego ser  
clasificadas y reunidas en dos grupos, unas de alta pureza (>85%) y otras con baja 
pureza (70-85%), las cuales posteriormente se sometieron al proceso de liofilización 
(118). Las etapas de purificación se resumen en la Figura 2-1.   
Figura 2-1: Proceso de purificación de péptidos sintéticos mediante RP-SPE. 
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2.2.3.5   Caracterización del Acetilhexapéptido-3 
El perfil cromatográfico del péptido sintetizado se obtuvo disolviendo (1 mg/mL) en 
solvente A (H2O: TFA 0.05%), con una posterior filtración y se inyectaron 50 µL en el 
cromatógrafo Agilent series 1260. La muestra fue eluída con un gradiente de 0% a 70% 
de solvente B en 45 min, (B: ACN: TFA 0.05%). La columna empleada fue C18 Agilent 
XDB-C18 (3.5 µm, 4.6 x 150 mm) y un flujo de 1 mL/minuto. La detección se realizó a 
210 nm.  
El peso molecular del péptido sintetizado se determinó mediante MS-IT-TOF, utilizando el 
eespectrómetro Shimadzu® de inyección directa con ionización por electrospray con la 
tensión de detector 1,35kV y tensión de ionizador [+] =4,50kV en un intervalo de 100 a 
2000 m/z. 
El análisis por Dicroísmo Circular (DC) se realizó a TA utilizando un espectro polarímetro 
Jasco J-810. El espectro se registró en un rango de longitud de onda de 190 a 260 nm. El 
Acetilhexapéptido-3 fue disuelto en 30% TFE en PBS a una concentración 0,1 mM. 
2.3 Presentación y discusión de resultados.  
2.3.1 Síntesis del péptido 
La síntesis del Acetilhexapéptido-3 mediante SPPS asistida por microondas y 
convencional, transcurrió sin mayores complicaciones. El empleo de la energía de 
microondas para realizar las reacciones de desprotección y de acople de cada uno de los 
aminoácidos en SPPS mediante la estrategia Fmo/tBu, es uno de los mayores avances 
en la síntesis de péptidos y se pretendió ver su efecto en la síntesis del 
acetilhexapéptido-3. La transferencia de energía cinética al seno de la reacción permitió 
una reducción considerable en los tiempos de desprotección y de acople, en 
comparación con la síntesis convencional (Tabla 2-1).   
Por otra parte el empleo de microondas, contribuye a evitar la agregación del soporte 
sólido y reduce el consumo de solventes, mejorando los resultados de las síntesis de 
péptidos con respecto al rendimiento y la pureza. Los datos obtenidos de las tres síntesis 
realizadas con microondas apoyan esta hipótesis, aunque no se puede concluir 
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indiscutiblemente con el trabajo realizado, que utilizando microondas el rendimiento y la 
cuanto a cantidad y pureza del acetilhexapéptido-3 sintetizado fuera mayor. 
Tabla 2-1: Comparación general entre la síntesis convencional (síntesis 1) y las 
asistidas con microondas (síntesis 2, 3 y 4). 
 Convencional Asistida con microondas 
Reactivos usados HOBT, DCC, TBTU HOBT, DCC 
Tiempo de desprotección 20 min 2 min 
Tiempo de acople 60 – 180 min 10-30 min 
Excesos de reactivos 5  5 
En cuanto al número de ciclos por acople necesarios para completar las reacciones de 
acople (Figura 2-2 B), es evidente que utilizando la técnica con microondas se 
necesitaron 1 o 2 ciclos mientras que con la técnica convencional 2 y hasta 3 ciclos. 
Además en ciertos ciclos usando el método convencional, hubo la necesidad de utilizar el 
reactivo TBTU para activar el AA el cual genera una especie más reactiva que facilitó el 
proceso de acople, mientras que con el uso de microondas siempre el AA fue activado 
con DCC en presencia de HOBt. Además las reacciones de desprotección mostraron ser 
más rápidas  con el uso de microondas (Figura 2-2 A) que en la síntesis convencional. 
Figura 2-2: A) Tiempo requerido en las reacciones de desprotección empleando las 
dos técnicas y B) numero de ciclos necesarios para completar las reacciones de acople. 
 
El desanclaje mostró ser una etapa importante en la obtención del péptido. En el proceso 
de precipitación y lavado con éter, es evidente que deben existir pérdidas del péptido 
crudo el cual pudo permanecer disuelto. Adicionalmente, durante el proceso es 
importante tener presente que los lavados deben hacerse con bastante cuidado para  
evitar una reducción en el rendimiento. Tal fue el caso de la síntesis 3, donde por un error 
Capitulo 2 69 
 
operacional se perdió una porción de éter durante los lavados lo cual repercutió en una 
disminución acentuada del rendimiento del crudo (54,8%). 
Tras los lavados y posterior evaporación del éter residual se realizó la caracterización del 
péptido crudo mediante RP-HPLC (Figura 2-3-a). Se obtuvieron perfiles cromatográficos 
con una señal principal que mostró una especie mayoritaria en un tR = 8,4 min y que se 
encontraba con una pureza entre el 59 % y el 80 % (Tabla 2-2). Además se pudo 
distinguir algunas señales con menor intensidad y mayor tiempo de retención, 
probablemente atribuidas a especies peptídicas en las cuales no fue eficiente la remoción 
de los grupos protectores de las cadenas laterales de los AAs presentes en la secuencia. 
Posteriormente, el proceso de caracterización mostró que la señal principal sí 
correspondía al acetilhexapéptido-3, lo cual indica que el proceso de síntesis fue 
adecuado.  
Tabla 2-2: Péptido obtenido en las 4 diferentes síntesis con los respectivos 
rendimientos.   
DATOS 
SÍNTESIS 1 
(convencional) 
SÍNTESIS 
2 
SÍNTESIS 
3 
SÍNTESIS 
4 
Rink amida 0,46 meq/g 200 mg 800 mg 600 mg 400 mg 
Péptido teórico 81,7 mg 326,9 mg 245,2 mg 163,5 mg 
Péptido crudo  80,4 mg 298,5 mg 134,5 mg 158,5 mg 
Rendimiento Crudo 98,4% 91,3% 54,8% 96,9% 
Pureza crudo 59% 64% 80% 70% 
Rendimiento alta 
pureza 
29,8% 40,1% 36,2% 28,8% 
Rendimiento baja 
pureza 
15,9% 23,8% 16,8% 4,56% 
Rendimiento 
purificación 
45,8% 63,9% 53,0% 33,4% 
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2.3.2 Proceso de purificación 
En general el análisis por RP-HPLC de los péptidos crudos de todas las síntesis mostró 
un tR de la señal que correspondía al acetilhexapéptido-3 entre 8 y 8,5 min. Este dato 
orientó el desarrollo de un programa de purificación (Tabla 2-3) basado en el porcentaje 
de acetonitrilo (ACN) que presentaba en ese momento la fase móvil, el cual permitió la 
elución del péptido de la columna cromatográfica. Tomando como modelo la síntesis 2, 
en el gradiente de elución del método cromatográfico se encontró que a un tR= 8,2 min el 
porcentaje de acetonitrilo era alrededor de 11,5 % el cual debía ser extrapolado para el 
programa de elución en el cartucho Super Clean LC-18. 
Tabla 2-3: Programa de purificación para el acetilhexapéptido-3 crudo mediante RP-
SPE. 
Fracción No % ACN Volumen total (mL) 
1 0 12 
2 0,5 12 
3 1 12 
4 1,5 12 
5 2 12 
6 2,5 12 
7 3 12 
8 3,5 12 
9 4 12 
10 4,5 12 
11 5 12 
12 5,5 12 
13 6 12 
14 7 12 
15 8 12 
16 12,5 24 
17 25 24 
18 50 12 
 
Capitulo 2 71 
 
Figura 2-3: Perfiles cromatográficos de los péptidos a) crudo, b) fracción de baja 
pureza y c) fracción de alta pureza de la síntesis 2. 
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Del programa se obtuvieron 18 fracciones de las cuales se analizaron aquellas del rango 
de elución entre 1 % y 6 % (fracciones 3 al 13) encontrándose que en las fracciones 5 a 9 
estaba presente el péptido con una pureza superior al 85 %. Estas fracciones fueron 
reunidas y denominadas fracción de alta pureza, mientras que aquellas con pureza entre 
el 70 % y el 85% (fracciones 4, 10, 11 y 12) se unieron en la fracción de baja pureza.  
Las fracciones que tuvieron una pureza menor al 70 % (fracciones 1-3, y 13-18) se 
trataron de re-purificar aunque se demostró que lo que se obtenía no era significativo y 
por tanto se determinó que descartar aquellas fracciones era lo más adecuado. Además 
se notó que las señales de interés (tiempos cercanos a 8,5 min) que resultaban del 
análisis cromatográfico tenían absorbancias pequeñas (< 100) lo que demuestra una baja 
abundancia relativa del péptido en la fracción descartada. 
Los resultados muestran que con la metodología empleada de síntesis y purificación, se 
puede obtener acetilhexapéptido-3 con una pureza no menor al 90 % con rendimientos 
estimados entre el 30 % y el 40 %. Los rendimientos y la pureza obtenidos en la síntesis 
del acetilhexapéptido-3 indican que la metodología utilizada es adecuada y que posibilita 
el escalamiento para la obtención de mayores cantidades.  Sin embargo es importante 
revisar siempre la integridad de los cartuchos utilizados, ya que muchas veces se pueden 
saturar con contaminantes de los solventes y no retener el péptido. Por ejemplo, en la 
síntesis 4, se utilizó un cartucho que no retuvo el péptido lo cual produjo una importante 
baja en el rendimiento total. 
Figura 2-4: Espectro resultado de análisis MS-IT-TOF con inyección directa de la 
fracción de mayor pureza de la síntesis 2. 
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2.3.3 Caracterización del péptido 
Las fracciones de mayor pureza fueron caracterizadas mediante ES-MS y DC. En los 
resultados se observa una señal registrada en el espectro de masas (445,22 m/z) que 
corresponde al (m+2)/2, por tanto la masa molecular del péptido corresponde a 888,44 
m/z, la cual es equivalente a la calculada teóricamente (Figura 2-4). 
Con respecto al análisis por DC del Acetilhexapéptido-3 (Figura 2-5), se observó dos 
mínimos en 203 nm, 230 nm y un máximo en 197 nm, que sugieren que a pesar de ser 
una secuencia de apenas seis AA, presenta elementos de estructura secundaria 
característicos de una estructura α-hélice, la cual podría estar relacionada con su 
mecanismo de acción que es la inhibición de la formación del complejo SNARE. 
Figura 2-5: Espectro de DC de la fracción de alta pureza de la síntesis 3. 
 
 3 Diseño del sistema liposomal  
3.1 Introducción 
A partir de la década de 1930 la dilucidación de la estructura celular que exhibió el 
protagonismo de  los PLs como constituyentes de la membrana celular, encaminó a 
Bhagman y colaboradores a descubrir los liposomas por medio de la observación de la 
organización espontánea de PLs en medios acuosos. El término  -liposoma- apareció por 
primera vez en 1968 en el artículo de la Journal of Lipids Research, producto de la tesis 
pos-doctoral de Weissmann, colaborador de Bhagman (114). A partir de este momento 
inició un crecimiento exponencial de estudios que sugirieron las ventajas de los 
liposomas para ser utilizados en cosméticos y como sistemas de liberación de fármacos. 
Esto se hizo evidente a finales de los años 70 s con la salida de los primeros productos al 
mercado (92,114), en donde ya se apreciaba la capacidad de estos sistemas para 
encapsular tanto activos hidrofílicos como lipofílicos, demostrando su versatilidad para 
ser utilizados por diferentes vías de administración como la oral, tópica y parenteral.  
Como se vió en el capítulo 1, los liposomas son una estrategia en la cual nos podemos 
apoyar para favorecer la permeabilidad de PAs a través de la piel. Enfocándose 
estrictamente en la ruta transdérmica, se han diseñado liposomas modificados que 
facilitan más eficientemente el paso de sustancias a través de la piel, como en el caso de 
los liposomas flexibles, los que se pueden deformar para atravesar los canales lipofílicos 
del SC.  
En el presente capítulo se reportan los datos de una aproximación al diseño y desarrollo 
de un sistema liposomal enfocado a la administración de activos de carácter hidrofílico. El 
diseño se basa en las características que deben cumplir los liposomas en lo que se 
refiere principalmente al tamaño el cual podría favorecer su paso a través de la piel. Con 
este propósito la aproximación inicial se realizó con sistemas liposomales vacíos. 
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3.2 Materiales, equipos y métodos 
3.2.1 Materiales 
L-α-fosfatidilcolina de soya (PC), colato de sodio (CS), deoxicolato de sodio (DCS)  y 
colesterol (Chol) obtenidos de SIGMA®. Éter etílico (Honeywell Burdick and Jackson); 
solución salina estéril 0,9%; agua para inyección. 
3.2.2 Equipos 
Sonicador de vástago Q-sonica 125 
Rotavapor Buchi® modelo R 
Zsizer Nano ZS® 
Celdas para medición de tamaño DTS0012 
Celdas para medición de potencial zeta DTS1061 
Agitador de vórtice IKA® VORTEX 3 
Liofilizador Labconco© 
3.2.3 Métodos 
3.2.3.1   Ensayos preliminares 
Los ensayos preliminares se orientaron a fijar las condiciones que se mantendrían 
constantes en las dos etapas críticas del proceso de fabricación por la inversión de fase 
por evaporación del solvente, metodología seleccionada debido a los buenos resultados 
obtenidos para la encapsulación de moléculas hidrofílicas (109). En la etapa de 
formación de la emulsión w/o se fijó la proporción volumétrica de la fases acuosa (agua) 
y orgánica (éter) y se varió la cantidad de PC en 8 ensayos realizados por duplicado. La 
PC fue disuelta en el éter en donde posteriormente fue inyectada la fase acuosa con 
ayuda de una jeringa de aguja 22G. El vial con la dispersión fue introducido en un baño 
de hielo y es sonicado a 87,5W con frecuencia de 20 KHz durante ciclos de 45 s con 
periodo de latencia de 15 s, hasta que se hizo evidente la formación de una emulsión 
homogénea. Inmediatamente después, se midió el tiempo en que se inicio de la 
separación de las fases del sistema. 
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En la etapa de evaporación del solvente se utilizaron las emulsiones que fueron 
físicamente estables por más de 30 min, las cuales fueron vertidas en un balón y 
evaporadas a diferentes condiciones de temperatura, velocidad de rotación y el tiempo 
de evaporación. 
3.2.3.2   Diseño experimental 
Teniendo en cuenta las condiciones previamente definidas, para obtener sistemas 
liposomales vacíos se propuso un diseño factorial a dos niveles (alto y bajo) de tres 
variables independientes. La cantidad de lípidos utilizados en cada formulación, el tipo de  
tensioactivo utilizado y su proporción en relación a la PC, fueron las variables evaluadas 
en el experimento, las cuales se consideraron como las que tenían la mayor influencia en 
las variables respuesta medidas (Tabla 3-1). 
Tabla 3-1: Variables independientes contempladas en el diseño experimental. 
Variables 
Nivel (código) 
Bajo (0) Alto (1) 
A  = PC + tensioactivo          100 mg 200 mg 
B  = Tipo de tensioactivo CS DCS 
C = Relación tensioactivo : PC 1:9 2:8 
 
Los niveles de la variable A se determinaron con los ensayos preliminares; el nivel bajo 
se estableció con el proceso de optimización de la emulsión w/o mientras que el nivel alto 
fue encontrado como la máxima concentración permitida por este método para no 
interferir en el proceso de evaporación del solvente, debido a que se genera alta 
viscosidad en el sistema. Los niveles de las variables independientes B y C fueron 
definidos basados en la literatura (75,119,120), y fueron seleccionadas de las 
proporciones trabajadas con mayor frecuencia por los diferentes investigadores.  
Tabla 3-2: Unidades experimentales del diseño 23. 
PC+tensioactivo 
(mg) 
CS DSC 
10% 20% 10% 20% 
100 Experimento I Experimento II Experimento III Experimento IV 
200 Experimento V 
Experimento 
VI 
Experimento 
VII 
Experimento 
VIII 
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La influencia de las variables independientes en las características del sistema liposomal 
obtenido se determinaron mediante tres variables respuesta.  Y1 = tamaño de vesícula 
(nm), Y2 = Índice de polidispersidad  y Y3 = potencial Zeta (mV) cuyos valores se 
obtuvieron de la caracterización de los liposomas. De esta manera se puede plantear un 
diseño experimental factorial de tres factores a dos niveles tipo 23, del cual se deriva un 
ensayo de 8 experimentos con tres variables respuesta. 
Sin embargo, trabajar con ocho experimentos, cada uno por triplicado, con etapas de 
elaboración relativamente complejas y un proceso laborioso para la determinación de las 
variables respuesta, hace que el trabajo sea muy extenso. Por tanto se decidió hacer una 
reducción en el número de experimentos, recurriendo a la utilización de un diseño 
factorial reducido tipo 2p-k donde P=3 y K=1 (121). En este diseño se reduce el número de 
experimentos a cuatro (121,122) mediante la asociación de los ocho posibles en dos 
grupos, que resultan de usar el contraste de definición basado en la interacción de los 
tres factores (A, B y C) el cual es conocido como el generador del diseño (122), como se 
puede ver en la Tabla 3-3. 
Tabla 3-3: Combinaciones de tratamientos para el diseño 23. 
Tratamientos 
 Efecto factorial 
Experimento 
I A B C AB AC BC ABC 
A + + - - - - + + V 
B + - + - - + - + III 
C + - - + + - - + II 
AB + + + - + - + - VII 
AC + + - + - + - - VI 
BC + - + + - - + - IV 
ABC + + + + + + + + VIII 
1 + - - - + + + - I 
De estos dos grupos se seleccionó uno y los resultados de su análisis permiten 
determinar los efectos principales de cada factor en la variable respuesta, aunque no es 
posible definir las posibles interacciones entre factores, una de las limitaciones que 
presenta el diseño factorial reducido (121,122). Por tanto, para construir el experimento 
se pueden utilizar los cuatro tratamientos con coeficiente (+) o lo cuatro con coeficiente    
(-) de el generador del diseño ABC. 
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Para el trabajo se eligió el grupo de signo (+) que tiene los 4 experimentos  V, III, II y VIII, 
los cuales correspondieron a las formulaciones F1, F2, F3 y F4 para el desarrollo de los 
sistemas liposomales (Tabla 3-4).  
Tabla 3-4: Matriz de tratamientos para las unidades experimentales. 
Experimento Formulación A B C 
V F1 1 0 0 
II F2 0 0 1 
III F3 0 1 0 
VIII F4 1 1 1 
Como se observa en la Tabla 3-5 adicional a las cuatro formulaciones descritas, se 
realizó la formulación F5 para evaluar la presencia de un agente que afecta las 
características del liposoma, haciéndolo más rígido. Para ello se empleó Chol, que se 
utiliza a menudo en proporciones entre el 15 y el 40% en relación con la PC. Se decidió 
utilizarlo al 20% y mantener la cantidad de lípidos totales de 100mg. De otra parte, se 
trabajó la formulación F6, en la cual se utilizó únicamente PC para la elaboración de un 
sistema liposomal de referencia. 
Tabla 3-5: Formulaciones empleadas en el desarrollo del sistema liposomal. 
Formulación PC (mg) CS (mg) DCS (mg) Chol (mg) Éter (mL) API (mL) 
F1 180 20 - - 12 4 
F2 80 20 - - 12 4 
F3 90 - 10 - 12 4 
F4 160 - 40 - 12 4 
F5 80 - - 20 12 4 
F6 100 - - - 12 4 
3.2.3.3  Elaboración de liposomas 
Los liposomas se prepararon por el método de formación de una emulsión y posterior 
evaporación del solvente orgánico, conocido como método de Inversión de fase por 
evaporación (111). De acuerdo a cada formulación se disolvió la cantidad de 
constituyentes lipofílicos (PC o Chol) en 12 mL de éter, mientras que los tensioactivos 
(CS y DCS) se disolvieron en 4 mL de agua para inyección (API). La fase acuosa se 
inyectó rápidamente a la fase orgánica utilizando una jeringa de 5mL con aguja 22G y el 
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sistema se sometió al proceso de homogenización por ultrasonido (Q-sónica 125) 
utilizando a una intensidad de 87,5 w y sumergiendo el recipiente en baño de hielo. Así 
se obtuvo una emulsión w/o. A continuación, cada sistema fue sometido a un proceso de 
evaporación empleando un rotavapor (Buchi® modelo R) con vacío a 35°C, hasta que 
fue evidente la apariencia de un gel. Este producto, fue agitado mecánicamente usando 
un agitador vortex (IKA® VORTEX 3), hasta inducir la inversión de fase (123) donde el 
gel se convierte en un líquido de alta fluidez. Seguidamente, el sistema se somete al 
proceso de evaporación a las condiciones establecidas (Tabla 3-7) para eliminar el éter 
residual. Los productos fueron envasados en recipientes de vidrio y almacenados en 
ausencia de luz a 4°C. 
3.2.3.4 Caracterización de liposomas 
El diámetro promedio y el índice de polidispersidad (PDI) fueron medidos en el Zeta 
Sizer® Nano ZS (Malvern Instruments). Para el diámetro promedio se utilizó la celda 
DTS0012 en donde se dispusieron cerca de 1mL de la muestra diluida con NaCl 0,1% 
hasta obtener una concentración de lípidos de 5mg/mL El tipo de medida fue automática, 
con 3 mediciones del equipo por lectura y las lecturas por replica fueron 3, por lo que se 
obtuvieron para cada muestra 9 mediciones. El potencial Zeta fue medido en el mismo 
equipo utilizando la celda DTS1061 con la muestra diluida con NaCl 0,1% hasta 2 mg/mL 
de lípidos con duración automática. Se realizaron 3 mediciones por lectura y 3 lecturas 
por replica. 
3.3 Presentación y discusión de resultados 
3.3.1 Ensayos preliminares 
En los ensayos preliminares se fijaron las condiciones del proceso de fabricación en dos 
etapas fundamentales como son la formación de la emulsión primaria y la evaporación 
del solvente ya que antes del desarrollo del diseño experimental es importante 
determinar las condiciones que estarán fijas durante el ensayo.  
En el proceso de optimización de emulsión w/o se eligió la proporción del solvente 
acuoso en relación con el solvente orgánico (éter). Esta proporción fue determinada de la 
revisión exahustiva en artículos de investigación y principalmente en el articulo donde 
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reportan la invención del método de fabricación elegido (111), en donde el volumen de 
éter en la formación de la emulsión debe ser 3 veces mayor al volumen de la fase 
acuosa. De esta manera se determinó que era conveniente trabajar con suspensiones 
liposomales de 4mL de fase acuosa, el cual permitió realizar caracterización de las 
variables respuesta. También se determinó la cantidad mínima de PL formador que 
mantuvo la emulsión primaria estable al menos 30 min luego del proceso de sonicación.  
Se elaboraron 8 sistemas w/o, los cuales se  homogenizaron con ultrasonido a diferentes 
tiempos. Se determinó que 5 ciclos (45 s efectivos y 15 s de latencia) era el periodo 
suficiente para formar la emulsión. En la Tabla 3-6 se muestra el tiempo que 
permanecieron estables cada uno de los sistemas. El criterio de estabilidad física  
definido para estos sistemas, fue que no existiera indicio visual  permaneciera de 
separación de las fases por lo menos 30 minutos luego del proceso de sonicado. De esta 
forma se determinó que conservando esa relación volumétrica de las fases era 
conveniente trabajar con una cantidad mínima de 80 mg de PC en los ensayos 
posteriores. 
Tabla 3-6: Emulsiones formadas para determinar la cantidad mínima de PC a utilizar. 
Condiciones 
ENSAYO 
1 2 3 4 5 6 7 8 
PC (mg) 20 40 60 80 100 150 200 400 
Agua (mL) 4 4 4 4 4 4 4 4 
Éter etílico (mL) 12 12 12 12 12 12 12 12 
T Sonicación (seg) 225 225 225 225 225 225 225 225 
Estabilidad (min) < 1 < 1 12 30< 30< 30< 30< 30< 
 
La elección de condiciones de otra etapa del método de fabricación como la evaporación 
del solvente, se fundamentó en que la cantidad de éter residual en el sistema liposomal 
fuera nula, que la evaporación del agua del sistema fuera mínima (que se mantengan los 
4mL luego de la evaporación) y que haya evidencia de la estructura de gel. Tras varias 
pruebas fue posible determinar las condiciones apropiadas para llevar a cabo este 
proceso. Los resultados de las condiciones determinadas para cada una de las etapas 
del método de fabricación se muestran en la Tabla 3-7. 
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Tabla 3-7: Condiciones fijas en el desarrollo de los experimentos. 
Etapa Variable Condiciones Equipo 
Formación emulsión 
primaria 
Tiempo de 
Sonicación 
5 ciclos de 45 seg 
efectivos y 15 de receso 
Sonicador 
Formación emulsión 
primaria 
Potencia de 
sonicación 
87,5 Watts Sonicador 
Evaporación del solvente Temperatura 35 °C Rotavapor 
Evaporación del solvente Tiempo 1 h y 30 min Rotavapor 
Evaporación del solvente Velocidad 150 min-1 Rotavapor 
Inversión de la emulsión Tiempo agitación 10 seg Vortex 
3.3.2 Obtención y caracterización de liposomas 
Los sistemas liposomales fueron obtenidos como dispersiones homogéneas. Los 
volúmenes obtenidos correspondieron a los 4 mL, que fue la cantidad de fase acuosa 
agregada desde el inicio del proceso.  
Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquímicas del éter y las condiciones de 
agitación, tiempo, temperatura y vacío, en las cuales se llevó a cabo el proceso de 
evaporación, se consideró que este solvente orgánico fue evaporado en su totalidad. Lo 
ideal hubiese sido realizar un análisis por cromatografía de gases para la determinación 
de solvente residual, pero se consideró que para esta aproximación era suficiente 
mantener las condiciones de la etapa de evaporación. De cualquier manera en caso de 
que se desee realizar un proceso de producción industrial, la determinación del solvente 
residual sería un análisis necesario en control de calidad del producto final. 
Los resultados de la caracterización de los sistemas liposomales obtenidos son 
mostrados en la Tabla 3-8. Se reportan con el coeficiente de variación (CV) que expresa 
la relación entre la desviación estándar calculada y el promedio de las tres réplicas. El 
diámetro promedio de los sistemas liposomales vacíos, se encuentran en el rango de 
nanómetros. Pensado en su administración tópica y con una adecuada permeación 
transdérmica, es deseable que las vesículas tengan el tamaño más pequeño posible (75) 
con un PDI cercano a cero (124). Basados en estos dos parámetros la formulación que 
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se podría seleccionar para la encapsulación del péptido en posteriores estudios seria  la 
formulación F4.  
Tabla 3-8: Resultados de la caracterización de los liposomas. 
Formulación 
Diámetro promedio 
nm (CV) 
PDI (CV) 
Potencial Zeta 
mV (CV) 
F1 513 (10%) 0,340 (0,94%) -68,2 (2,7) 
F2 343 (8,3%) 0,520 (5,3%) -70,4 (0,85%) 
F3 143  (14,8%) 0,424 (5,4%) -58,1 (5,4%) 
F4 147 (5,0) 0,272 (2,9%) -62,2 (1,6%) 
F5 595 (7,6%) 0,416 (2,2%) -67,6 (2,9%) 
F6 756 (7,3%) 0,451 (22%) -62,3 (2,7) 
 
En cuanto a las formulaciones F5 y F6, mostraron tener un comportamiento diferente a 
aquellas realizadas con tensioactivos. Aparentemente eran un poco más turbias y su 
aspecto fue más viscoso. Esto se debe a que los tensioactivos ayudan a mejorar el 
autoensamblaje de PC, produciendo vesículas de menor tamaño haciéndolas más 
compatibles frente a los medios acuosos (75). También se corroboró con pruebas de 
significancia que las diferencias en las  características de las formulaciones influían en 
los valores obtenidos de tamaño y PDI (Anexo A). 
El potencial zeta describe la carga superficial de la vesícula y su interacción en un medio 
acuoso. Este parámetro se considera que es un factor influyente en la estabilidad física 
del sistema debido a que ciertos valores pueden evitar fenómenos como aglomeración y 
coalescencia de las vesículas (125). Según los resultados, se encontró que los liposomas 
elaborados presentan un potencial zeta negativo y los altos valores permitirían que se 
presenten sistemas altamente dispersos, situación que favorecería su estabilidad física 
(126). Aunque los valores fueron cercanos entre cada formulación, se realizó un análisis 
de la varianza (Anexo A) y se encontró con un P<0,05 que se rechaza la hipótesis nula 
de que las diferencias en las características de la formulación no tienen efectos 
significativo sobre el potencial Zeta. 
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3.3.3 Efecto de los variables independientes sobre las variables 
respuesta 
El efecto de los 3 factores sobre las variables respuesta en el diseño factorial reducido 
fue determinado para las formulaciones F1 a F4, mientras que la caracterización de las 
formulaciones F5 y F6 sirvió como referencia. 
Tabla 3-9: Variables dependientes encontradas en el diseño factorial fraccionado 23-1.  
Formulación A B C Tratamiento Tamaño PDI P. Zeta 
F1 + - - A 513 0,340 -68,2 
F2 - - + B 343 0,520 -70,4 
F3 - + - C 143 0,424 -58,1 
F4 + + + ABC 147 0,272 -62,2 
Para la estimación de los efectos de las variables del diseño factorial reducido se utilizó 
la matriz de efectos  Tabla 3-9 que fue realizada para cada variable respuesta (122) 
utilizando la Ecuación 3-1. 
    
         
 
                              (3-1)        
Por ejemplo, la estimación del efecto de A sobre el diámetro promedio de vesícula sería: 
Efecto A = 2(513-343-143+147)/4 = 87. Mientras que la suma de cuadrados con un grado 
de libertad para un efecto factorial fraccionado 2n-1 se calcula utilizando la Ecuación 3-2. 
        
 
     
                                       (3-2)  
De esta manera se puede construir la tabla donde se relacionan las estimaciones de los 
efectos con la suma de cuadrados. 
Tabla 3-10: Estimación de los efectos de cada factor con la suma de cuadrados (SS). 
Factor 
Estimación 
diámetro p. 
SS 
diámetro p. 
Estimación 
PDI 
SS 
PDI 
Estimación 
P. Zeta 
SS 
P. Zeta 
A 87 7659 -0,1655 0,0274 -0,90 0,81 
B -284,5 80940 -0,0815 0,0066 9,10 82,81 
C -83,5 6972 0,0135 0,0002 -3,20 10,24 
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Tabla 3-11: ANOVA para el diámetro promedio. 
Fuente GL SS C medio F cal F tab Probabilidad 
B 1 80940 80940 11,07 18,5128205 0,0797 
Error 2 14631 7314    
Total 3 95569     
 
Tabla 3-12: ANOVA para el PDI. 
Fuente GL SS C medio F cal F tab Probabilidad 
A 1 0,0274 0,0274 150,29 161,45 0,0518 
B 1 0,0066 0,0066 36,46 161,45 0,1045 
Error 1 0,0002 0,0002    
Total 3 0,0342 0,0114    
 
Tabla 3-13: ANOVA para el Potencial zeta. 
Fuente GL SS C medio F cal F tab Probabilidad 
B 1 82,81 82,81 102,23 161,45 0,0628 
C 1 10,24 10,24 12,64 161,45 0,1745 
Error 1 0,81 0,81    
Total 3 93,86     
El signo de las estimaciones sugiere el efecto del nivel del factor. Por ejemplo el signo 
negativo del efecto B en la estimación del tamaño sugiere que el nivel bajo de B  produce 
un diámetro promedio mayor en la vesículas o el signo positivo en la estimación del 
efecto de B en el potencial zeta sugiere que su nivel alto produce mayor potencial zeta en 
la vesícula. Para hacer una prueba de significancia de los efectos es necesario primero 
realizar una estimación de la varianza del error experimental. Tal estimación se puede 
realizar uniendo las sumas de los cuadrados de los efectos que parecen ser 
insignificantes y con ese dato se puede hacer el análisis de la varianza para  cada factor. 
Las pruebas de significancia muestran que la hipótesis nula propuesta que dice que los 
factores analizados no tienen efecto significativo sobre las variables respuesta no es 
rechazada con un P < 0,05. Aunque parezca arbitrario se podría aumentar el límite de P 
(P < 0,1) ya que el estudio es un factorial no convencional donde estamos incluyendo en 
el error los factores que no tienen mucha influencia sobre la respuesta. Con esta 
suposición se podría rechazar que B no tiene efecto significativo sobre el tamaño de la 
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vesícula y sobre el potencial zeta y que además se puede rechazar que A no tiene efecto 
significativo sobre el PDI. Estas conclusiones se pueden reafirmar al revisar las gráficas 
de las medidas de tamaño (Figura 3-1) realizadas a las 4 formulaciones del diseño. Se 
nota claramente que los liposomas que incorporaron en su formulación CS (F1 y F2) 
resultaron más grandes que los realizados con  DCS (F3 y F4). También se  puede notar 
que las formulaciones F1, F2 y F3 muestran dos picos (distribuciones binomiales), de lo 
cual se podría decir que una mayor proporción de DCS (F4) incidiera en una mayor 
homogeneidad de las vesículas, lo que se ve reflejado en un menor valor del PDI.  
Figura 3-1: Mediciones de diámetro promedio de las formulaciones A) F1, B) F2, C) F3 
y D) F4. 
 
 4 Encapsulación de acetilhexapéptido-3 en 
liposomas  
4.1 Introducción 
 En el presente capítulo se describe la obtención de liposomas con el acetilhexapéptido-3 
encapsulado, su aislamiento y su correspondiente caracterización. También se describe 
el proceso mediante el cual se realizó una aproximación a los estudios de liberación y 
permeabilidad in vitro mediante un ensayo exvivo. 
4.2 Materiales, equipos y métodos 
4.2.1 Materiales 
Acetilhexapéptido-3 sintetizado; L-α-fosfatidilcolina de soya (PC), colato de sodio (CS), 
deoxicolato de sodio (DCS)  y colesterol (Chol) obtenidos de SIGMA®. Acetonitrilo (ACN) 
y éter etílico obtenidos de Honeywell Burdick and Jackson. Solución salina estéril 0,9%; 
buffer de fosfatos pH=7,4 (LONZA®); dispositivos Amicon Ultra 0,5 de 10KDa 
(Millipore®). Kit de determinación de proteínas de ácido bicinconínico (Micro BCA TM 
Protein Assay Kit, Pierce Rockfor). 
4.2.2 Equipos 
Sonicador de vástago Q-sonica 125 
Rotavapor Buchi® modelo R 
Zsizer Nano ZS® 
Celdas para medición de tamaño DTS0012 
Celdas para medición de potencial zeta DTS1061 
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Agitador de vórtice IKA® VORTEX 3 
Centrífuga Scientific Megafure 16 
Cromatógrafo modular AGILENT® con detector U.V 
Lector de microplacas para absorbancia BIORAD 
Plancha de agitación multipunto marca IKA modelo RO 10 PS1 Werke 
Baño de agua con termostato Memert 
Celdas de Franz de 15mL  
Calibrador Stainless hardened® 
4.2.3 Métodos 
4.2.3.1   Preparación de liposomas cargados con acetilhexapéptido-3 
Los liposomas se prepararon por el método de formación de la emulsión con posterior 
evaporación del solvente (111) con una modificación respecto a la fabricación de 
liposomas vacíos, ya que además de incorporar el péptido, se utilizó como fase acuosa 
una solución de buffer fosfatos 1X pH=7,4 (PBS) filtrado por membrana de 0,22µm en 
lugar de agua para inyección. Los componentes lipofílicos (PC y el Chol) fueron disueltos 
en 12 mL de éter mientras que los tensioactivos y el péptido se disolvieron en PBS. La 
fase acuosa fue inyectada rápidamente a la fase orgánica con una jeringa de 5mL con 
aguja de 22G. Inmediatamente el sistema bifásico fue sometido a un proceso de 
homogenización (ultrasonido) y posterior evaporación del solvente orgánico en las 
condiciones usadas para la elaboración de liposomas vacíos (Tabla 3-7), hasta que fue 
evidente la apariencia de un gel, el cual fue agitado mecánicamente usando un agitador 
vortex (IKA® VORTEX 3), hasta inducir la inversión de fase (123). El líquido de alta 
fluidez obtenido fue sometido al proceso de rota evaporación a las condiciones 
establecidas, para eliminar el éter residual. Los productos fueron envasados en 
recipientes de vidrio y almacenados en ausencia de luz a 4°C. Cada una de las 
formulaciones descritas en la Tabla 4-1 fue realizada 9 veces. 
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4.2.3.2   Preparación de FP5 utilizando el método tradicional 
La preparación alterna de un sistema liposomal denominada formulación TFP5 se llevó a 
cabo mediante el método de hidratación de la película de PC formada. Se utilizaron los 
mismos componentes que en la FP5. La PC y el colesterol se disolvieron en 12 mL de 
una mezcla cloroformo: metanol (2:1). La solución resultante se sometió a un proceso de 
evaporación durante 1 hora a 35°C y una velocidad de 150 min-1, utilizando un balón de 
250 mL. Tras interrumpir el vacío se agregaron al balón 4 mL de una solución de péptido 
1,25 mg/mL en PBS precalentada a 60°C y se realizó una agitación manual vigorosa y 
una agitación con vortex (IKA® VORTEX 3). Finalmente, se agitó en el mismo rotavapor 
a TA y sin vacío durante media hora. Se realizaron 9 réplicas de este sistema. 
Tabla 4-1: Formulaciones realizadas para la encapsulación de acetilhexapéptido-3 en 
liposomas.  
Formulación 
PC 
(mg) 
CS 
(mg) 
DCS 
(mg) 
Chol 
(mg) 
Éter 
(mL) 
Buffer 
(mL) 
Péptido 
(mg) 
FP1 180 20 - - 12 4 5 
FP2 80 20 - - 12 4 5 
FP3 90 - 10 - 12 4 5 
FP4 160 - 40 - 12 4 5 
FP5 80 - - 20 12 4 5 
FP6 100 - - - 12 4 5 
4.2.3.3   Homogenización por ultrasonido 
Una vez obtenidas, las 9 réplicas de cada formulación por el método de formación de la 
emulsión con posterior evaporación del solvente (FP1-FP6) y aquella obtenida con el 
método tradicional (TFP5), se dejaron en reposo durante dos horas a 4°C. 
Posteriormente fueron distribuidas en 3 grupos, cada uno sometido a un proceso de 
homogenización por ultrasonido por tiempos diferentes (0 seg, 45 seg y 135 seg) 
utilizando el sonicador de sonda (Q-sonica 125) y un baño de hielo. La potencia se 
mantuvo constante (62,5W).  
4.2.3.4   Aislamiento de liposomas 
Con el fin de determinar la cantidad de péptido encapsulada en los sistemas liposomales, 
se procedió a separar los liposomas, del medio de dispersión mediante la técnica de 
diafiltración (Figura 4-1). La membrana de los dispositivos AMICON ULTRA® 0,5 
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(Millipore Ultracel-10 kDa) fue preparada mediante centrifugación con NaOH 0,1M, con 
posteriores lavados con API. Con los dispositivos listos se midió el porcentaje de 
recuperación del péptido en solución y posteriormente se determinó la eficiencia de 
encapsulación. 
4.2.3.4.1 Porcentaje de recuperación 
Se colocaron en un dispositivo AMICON, 50 μL de solución de acetilhexapéptido-3 (1,25 
mg/mL en PBS) junto con 200 μL adicionales de PBS. Se centrifugó (Thermo Scientific™ 
Heraeus Megafuge 16) durante 20 min a 14.000g. El dispositivo fue lavado con 100 μL 
de PBS y centrifugado durante 20 min adicionales. El líquido filtrado fue pesado y 
cuantificado por HPLC-RP.  
4.2.3.4.2 Eficiencia de encapsulación 
Al día siguiente del  proceso de fabricación y homogenización por sonicación, fueron 
vertidos en cada dispositivo 50 μL de dispersión liposomal junto con 200μL de PBS 
(Figura 4-1-1) para realizar la filtración facilitada por centrifugación (Thermo Scientific™ 
Heraeus Megafuge 16) durante 30 min a 14.000g (Figura 4-1-2). El sedimento se lavó 
con 100 μL de PBS y se centrifugó nuevamente en las mismas condiciones.  
Figura 4-1: Proceso de Diafiltración de liposomas cargados. Al final son obtenidos el 
filtrado (a) y el sedimento (b). 
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El filtrado recogido de las dos centrifugaciones fue pesado y congelado para su posterior 
cuantificación, mientras que el sedimento se obtuvo mediante una centrifugación del 
dispositivo invertido sobre un tubo Eppendorf® de 1,5 mL (Figura 4-1-3).  
Con el propósito de alterar la estructura de los liposomas del sedimento y favorecer la 
liberación del péptido atrapado en su interior, se les adicionó 200 μL de Tritón X-100 
(2%) para ser agitados y calentados a 65°C durante 10 minutos. Tanto el péptido no 
encapsulado como el péptido encapsulado, fueron cuantificados mediante RP-HPLC y se 
calculó la eficiencia de encapsulación (EE) utilizando la  Ecuación 4-1. La EE se 
determinó de esta forma únicamente para la formulación FP1, y se encontró que la suma 
de la cantidad de péptido encapsulado más el no encapsulado, fue cercana la cantidad 
de péptido inicial. Por esta razón se decidió realizar la determinación de EE de manera 
indirecta, utilizando la Ecuación 4-2, es decir únicamente con la cuantificación del péptido 
no encapsulado. 
    
                   
             
                                             (4-1) 
    
                                     
             
                  (4-2) 
   
4.2.3.5 Caracterización de liposomas 
De manera similar al desarrollo de los sistemas liposomales vacíos, el diámetro promedio 
de vesícula, el PDI y el potencia zeta fueron medidos utilizando el Zeta Sizer® Nano ZS 
(Malvern Instruments). Las condiciones de dilución, las celdas utilizadas y las 
condiciones de medida fueron las mismas. 
4.2.3.6  Diseño experimental 
En el diseño para la encapsulación del péptido, se definieron 4 variables independientes, 
que incluye las mismas 3 del diseño elaborado para liposomas vacíos y una adicional 
escogida para evaluar el efecto del tiempo de homogenización por ultrasonido. La 
influencia de estas 4 variables (Tabla 4-2) sobre el sistema liposomal con el péptido 
encapsulado fue determinada con 3 variables respuesta.  Y1: diámetro promedio de 
vesícula (nm), Y2: PDI y Y3: Eficiencia de encapsulación. El potencial zeta de las 
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formulaciones también fue determinado, pero no se consideró como variable respuesta 
en el diseño experimental debido a que no se hicieron las mediciones de todos los 
ensayos a diferentes tiempos de homogenización final. En la Tabla 4-3 se muestran los 
tratamientos que se hicieron para las 6 formulaciones FP1-FP6, y la TFP5, cada una 
sometida a 3 diferentes tiempos de homogenización por sonicación. 
Para medir la influencia del proceso de homogenización (variable independiente D) se 
usó un diseño factorial dos factores completo (formulaciones y tiempo de sonicación) 
incluyendo las 3 repeticiones como bloques.  
Tabla 4-2: Variables independientes contempladas en el diseño experimental para 
encapsulación del péptido. 
Variables 
Nivel (código) 
Bajo (0) Alto (1) Alto (2) 
A = PC (mg) + Tensioactivo (mg) 100 200 - 
B = Tensioactivo CS DCS - 
C = Tensioactivo : PC 1:9 2:8 - 
D = Tiempo homogenización (seg) 0 45 135 
 
4.2.3.7 Evaluación preliminar exvivo de permeabilidad  
4.2.3.7.1 Obtención de piel de cerdo 
Se adquirieron orejas de cerdo frescas, las cuales se lavaron con agua potable. Se 
cortaron de tal modo que se facilitara su manejo y sobre una tabla de cocina se  procedió 
a desprender el cartílago de la piel de la parte interna de la oreja, con la precaución de no 
afectar su integridad. De esta manera se obtuvieron trozos de piel de cerca de 1 mm de 
espesor a los cuales se les retiro la mayor parte de la capa de grasa con ayuda de un 
escalpelo hasta obtener membranas cuadradas con una superficie de 4cm2 con un 
espesor entre 250 μm y 400 μm el cual fue medido con un calibrador Stainless 
hardened® posteriormente las membranas fueron envueltas en gasas estériles y 
sumergidas en PBS para ser almacenadas a -20°C hasta el momento de su utilización. 
4.2.3.7.2 Condiciones del ensayo 
Se emplearon celdas de Franz, elaboradas sobre medida en vidrio soplado con un área 
de difusión promedio de 1,62 ± 0,07 cm2, con un compartimento receptor 15,5 ± 0,8 mL 
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que se ensamblaron sobre una plancha de agitación multipunto marca IKA modelo RO 10 
PS1 Werke. La temperatura durante todo el ensayo fue ajustada a 32°C mediante un 
baño de agua proveniente de un sistema termostato Memert. La solución del 
compartimento receptor que contenía PBS, se mantuvo en agitación constante a 400 
rpm. Para el ensayo se utilizó como membrana la piel de cerdo previamente obtenida la 
cual se descongelo durante media hora en solución de PBS a 50°C. 
Tabla 4-3: Matriz de tratamientos para cada unidad experimental en la encapsulación 
del péptido. 
 VARIABLES 
Formulación Ensayo A B C D 
FP1 
FP1-0 1 0 0 0 
FP1-45 1 0 0 1 
FP1-135 1 0 0 2 
FP2 
FP2-0 0 0 1 0 
FP2-45 0 0 1 1 
FP2-135 0 0 1 2 
FP3 
FP3-0 0 1 0 0 
FP3-45 0 1 0 1 
FP3-135 0 1 0 2 
FP4 
FP4-0 1 1 1 0 
FP4-45 1 1 1 1 
FP4-135 1 1 1 2 
FP5 
FP5-0 0 - - 0 
FP5-45 0 - - 1 
FP5-135 0 - - 2 
FP6 
FP6-0 0 - - 0 
FP6-45 0 - - 1 
FP6-135 0 - - 2 
TFP5 
TFP5-0 0 - - 0 
TFP5-45 0 - - 1 
TFP5-135 0 - - 2 
 
En cada compartimento donor se dispuso 1 mL de la muestra, que consistió en una 
solución de acetilhexapéptido-3 en PBS o el sistema liposomal correspondiente a la FP1. 
De cada uno se realizaron tres réplicas (n=3). Se llevó a cabo 7 muestreos, tomando una 
alícuota de 1,00 ± 0,01 mL, con reposición inmediata por fluido fresco; Las muestras 
fueron tomadas al minuto 30, 60, 90, 150, 210, 330 y 450 luego de iniciado el ensayo. 
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4.2.3.8 Determinación de eficiencias de encapsulación con micro BCA 
Para realizar una cuantificación alterna para el acetilhexapéptido-3 a la realizada por PR- 
HPLC, se utilizó el Kit de micro BCA (Micro BCA TM Protein Assay Kit, Pierce). 150 μL del 
filtrado obtenido del proceso de purificación se vertieron en un pozo de una microplaca 
estéril de 96 pozos con 150 μL de la solución de trabajo compuesta de 25 partes de 
solución A (buffer de tartrato-carbonato alcalino), 24 partes de solución B de (ácido 
Bicinconínico), y 3 partes de solución C (sulfato de cobre). La placa se mantuvo durante 
dos horas a 37°C y luego se leyó en el lector de microplacas para absorbancia BIORAD a 
562 nm. En la misma placa se realizaron curvas de calibración con soluciones de 
albúmina y acetilhexapéptido-3. Cada determinación se realizó por triplicado (n=3).  
4.3 Presentación y discusión de resultados 
4.3.1 Preparación de acetilhexapéptido-3 en liposomas 
Los sistemas liposomales se han empleado como una de las estrategias para superar las 
limitaciones atribuidas a las propiedades fisicoquímicas de algunos activos. Los péptidos 
sintéticos no han sido ajenos a este desarrollo y han sido objeto de numerosos estudios 
con estos sistemas (99). En esta parte del trabajo se obtuvieron diversas formulaciones 
de liposomas cargados con acetilhexapéptido-3, los cuales aparentemente fueron 
similares a los sistemas vacíos, aunque algunas formulaciones parecían un poco más 
turbias. Su caracterización en cuanto a diámetro promedio y PDI sugirió una aparente 
diferencia sobre los sistemas vacíos que tenían una fase acuosa conformada por API. 
Por tanto se realizaron pruebas de significancia (Anexo B) de donde se pudo rechazar la 
hipótesis nula de que la encapsulación del péptido y la presencia del PBS no afectan las 
características de las vesículas. 
En general se pudo evidenciar un aumento en el diámetro promedio de vesícula respecto 
a los sistemas vacíos (Tabla 4-4), especialmente en las formulaciones que contenían 
tensioactivos (FP1 – FP4) mientras que las formulaciones con Chol (FP5) y la realizada 
únicamente con PC (FP6) mostraron un tamaño menor. En primera instancia se podría 
sugerir que el aumento de tamaño se puede atribuir al espacio que puede ocupar el 
acetilhexapéptido-3 en el reservorio interno hidrofílico. También se ha considerado que 
existe un efecto de la fuerza iónica del PBS sobre la capacidad de encapsulación de los 
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liposomas de PAs el cual sugiere que entre mayor sea la fuerza iónica menor será la EE 
(111). Los datos indican que la presencia del PBS, influiría también en el tamaño de las 
vesículas y su homogeneidad durante el proceso de elaboración. El análisis de la 
varianza (Anexo B) indica que debe rechazarse la hipótesis nula de que las diferencias 
en la formulación y la presencia del péptido en ellas no tienen efectos significativos sobre 
el diámetro promedio y sobre el PDI de las vesículas liposomales. 
Tabla 4-4: Tabla comparativa de la caracterización entre los liposomas vacíos (F1 - 
F6) y liposomas cargados (FP1-0 – FP6-0)  
Formulación 
Diámetro 
promedio en nm 
(CV) 
PDI (CV) 
Potencial Zeta en 
mV (CV) 
F1 513 (10%) 0,340 (0,94%) -68,2 (2,73) 
F2 343 (8,3%) 0,520 (5,3%) -70,4 (0,85%) 
F3 143  (14,8%) 0,424 (5,4%) -58,1 (5,4%) 
F4 147 (5,0) 0,272 (2,9%) -62,2 (1,6%) 
F5 595 (7,6%) 0,416 (2,2%) -67,6 (2,9%) 
F6 756 (7,3%) 0,451 (22,9%) -62,3 (2,7) 
FP1-0 647 (9,5%) 0,476 (8,3%) -56,1 (1,9%)* 
FP2-0 670 (4,4%) 0,386 (2,7%) -60,1 (3,3%)* 
FP3-0 447 (1,5%) 0,555 (9,1%) -50,5 (2,8%)* 
FP4-0 333 (3,2%) 0,331 (9,3%) -57,9 (1,16%)* 
FP5-0 473 (6,2%) 0,523 (10,8%) No determinada 
FP6-0 516 (9,3%) 0,556 (9,3%) -48,1 (2,0)* 
* Datos obtenidos de las formulaciones con 135 segundos de homogenización. 
4.3.2 Aislamiento de Liposomas 
4.3.2.1   Porcentaje de recuperación 
Con la determinación del porcentaje de recuperación (Tabla 4-5), que estuvo dentro de 
los ensayos preliminares realizados para la estandarización del proceso de aislamiento 
de liposomas, se logró comprobar que el péptido atravesaba adecuadamente la 
membrana del dispositivo AMICON y además dio una idea sobre los tiempos de 
centrifugación necesarios para minimizar la cantidad de solución acuosa que permanece 
con los liposomas purificados, ya que por las características del dispositivo usado, 
siempre van a quedar unos pocos microlitros que no se pueden filtrar. Cuando se realizó 
el porcentaje de recuperación se determinó que el tiempo de centrifugación debía ser 
alrededor de media hora (incluyendo el lavado con 100 µL) pero en el momento del 
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aislamiento de los liposomas, se encontró que era necesario centrifugar un tiempo mayor 
(una hora). 
Tabla 4-5: Resultados de ensayo de recuperación del péptido en el sistema de 
purificación empleado. 
Solución Área Promedio % recuperación 
Filtrado 1 35554038  91,3% 
Filtrado 2 35685486 36295132 91,6% 
Filtrado 3 37645873  96,6% 
Solución 1 39987213  
Promedio 
93,1% 
Solución 2 37891012 38962453 
Solución 3 39009134  
4.3.2.2 Eficiencia de encapsulación 
La capacidad de los liposomas de encapsular el péptido en su compartimiento acuoso, 
pudo determinase al momento de medir la cantidad de péptido que permanecía en el 
sedimento tras el proceso de purificación. Sin embargo, es importante aclarar que es 
posible que en el momento de realizar esta cuantificación, y así se haya realizado un 
lavado con 100 μL de PBS permanezca algo de péptido no encapsulado en ese pequeño 
volumen que no pasa al filtrado, lo cual podría aportar error en la cuantificación de las 
eficiencias. Esto se podría haber resuelto realizando más lavados junto con una 
centrifugación más exhaustiva. Sin embargo, al no tener a disponibilidad una centrifuga 
refrigerada un evidente incremento  de temperatura podría afectar la estabilidad de los 
liposomas e inducir una salida de péptido del compartimiento acuoso.  
Al cuantificarse el péptido encapsulado en cada sistema liposomal, se encontró que la 
inclusión de tensioactivos en las formulaciones, provoca una evidente disminución en la 
EE (Figura 4-2). Al parecer la flexibilidad adquirida por los liposomas debida a la 
ubicación de los tensioactivos en la bicapa, permite que aumente la permeabilidad de la 
bicapa fosfolipídica. Además cuando es usado alguno de los dos tensioactivos y 
especialmente cuando se usa en el nivel alto de proporción frente a la PC (FP2 y FP4), 
se forman micelas mixtas las cuales presentan un dominio hidrofóbico en su interior lo 
que impide que el péptido (que es bastante hidrofílico) se encapsule y permanezca en el 
medio acuoso donde están suspendidos los liposomas.  
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Figura 4-2: Efecto del de tiempo homogenización por ultrasonido en la eficiencia de 
encapsulación (EE) del acetilhexapéptido-3 en los sistemas liposomales. Resultados 
expresados con intervalo de confianza del 90% con t 2, 0,05 = 2,92. 
 
Es posible afirmar que la cantidad de PC utilizada en las formulaciones afectan la 
encapsulación de péptido, ya que entre más formador exista, se forman más liposomas 
con compartimentos internos acuosos disponibles para encapsular el péptido. Sin 
embargo entre mayor sea la proporción total de PC se puede favorecer la formación 
MLVs en lugar de LUVs, estos últimos con mayor capacidad de encapsular activos 
hidrofílicos (100). Las formulaciones con nivel alto de PC (FP1 y FP4) mostraron entre 
ellas una marcada diferencia en la EE del péptido, seguramente debido al tipo de 
tensioactivo usado y su proporción, mientras que la FP2 y la FP3 con cantidades 
similares de PC mostraron EE muy similares. Por tanto, para evaluar el efecto de la 
cantidad de PC en la encapsulación del péptido se expresó la encapsulación del péptido 
como μg de péptido encapsulado por mg de PC (Figura 4-3), lo que permitió ver que la 
carga en los sistemas con tensioactivos fue menor.  Sin embargo el criterio que se 
consideró para los análisis fue el de EE en porcentaje.  
Al revisar la EE% de la FP4 que presentó condiciones más favorables en cuanto a 
diámetro promedio y PDI (liposomas más pequeños y más homogéneos), lo cual 
facilitarían la permeabilidad del péptido, ocuparía el tercer puesto (entre las seis) en lo 
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que se refiere a EE% y el último lugar con respecto a la carga (µg péptido/mg PC). Por 
tanto, teniendo presente que uno de los propósitos de esta aproximación es contribuir al 
desarrollo de un sistema liposomal para la administración tópica cargado con el 
acetilhexapéptido-3, que facilite su permeabilidad a través de la piel, que lo proteja de 
una posible degradación antes de llegar a su sitio de acción (28) y además produzca un 
depósito buscando generar su liberación sostenida, se planteó que en el momento de 
seleccionar una de las 6 formulaciones, el sistema más apropiado seria aquel que tendría 
mayor EE. Por esta razón fue seleccionada la FP1-0 para realizar el ensayo preliminar de 
permeabilidad. 
Figura 4-3: Efecto del tiempo homogenización por ultrasonido en la cantidad de 
Acetilhexapéptido-3 en los sistemas liposomales. Resultados expresados con intervalo 
de confianza del 90% con t 2, 0,05 = 2,92. 
 
4.3.3 Efecto del proceso de homogenización por sonicación. 
Este proceso de homogenización final no debe ser considerado como un proceso de 
elaboración (como aquel realizado sobre la emulsión (w/o) formada antes de la 
evaporación), sino como un proceso de acondicionamiento final de la vesícula. El análisis 
de la varianza (Anexo C) muestra que la homogenización final por sonicación presenta 
un evidente efecto sobre las tres variables respuestas medidas.  
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Durante el proceso, la sonda del equipo que se pone en contacto con la dispersión 
liposomal, produce ondas ultrasónicas (20KH), las cuales se encuentran con las burbujas 
de aire presentes en el medio acuoso y las comprime a una fracción de su tamaño inicial. 
La burbuja se vuelve a expandir en el ciclo de baja presión de la onda en un proceso que 
se repite con cada onda sonora generada, lo que se conoce como cavitación. Tal 
fenómeno puede ser tan violento que puede aumentar la temperatura y la presión del 
sistema de manera abrupta, por lo que fue importante la utilización del baño de hielo. La 
vibración de la burbuja produce una serie de micro-corrientes de importantes gradientes 
de velocidad lo que causa una fuerza de cizalla que es la responsable de homogenizar el 
sistema liposomal (113) como se observa en la Figura 4-4 y Figura 4-5. 
Figura 4-4: Relación del diámetro promedio de los sistemas liposomales cargados 
(FP1-FP6) en función del tiempo de homogenización por ultrasonido. Resultados 
expresados con intervalo de confianza del 90% con t 2, 0,05 = 2,92. 
 
Todos los sistemas expuestos a un proceso de sonicación de 45 segundos (FP1-FP6) 
presentaron una acentuada disminución en el diámetro promedio de vesícula, al igual 
que una disminución en el PDI excepto la FP2 que presento un breve aumento. Aquellos 
con un proceso de 135 segundos presentaron una mayor disminución en el tamaño  pero 
ya no tan acentuada, lo que sugiere que para reducir el diámetro promedio de un sistema 
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liposomal debe existir un tiempo óptimo del proceso el cual depende de varios factores, 
entre ellos la capacidad del sonicador, el volumen de dispersión y las características del 
material que se trabaja. Aunque se mantuvo fija la potencia de homogenización en 
ultrasonido (62,5 W), sería un trabajo importante revisar cuáles serían los tiempos de 
exposición necesarios para alcanzar un valor de determinado diámetro variando la 
potencia de sonicación. 
Figura 4-5: Relación del índice de polidispersidad (PDI) de los sistemas liposomales 
cargados (FP1-FP6) en función del tiempo de homogenización por ultrasonido. 
Resultados expresados con intervalo de confianza del 90% con t 2, 0,05 = 2,92. 
 
Dos formulaciones, la FP2 y la FP4, mostraron un comportamiento particular tras el 
proceso de ultrasonido. La FP2 fue la única que mostró una reducción en su diámetro 
promedio a valores menores de 100 nm (FP2-135), mientras que la segunda presentó un 
PDI menor de 0,05 con tan solo 45 segundos de ultrasonido lo cual habla de una 
distribución de tamaño bastante homogénea. El efecto sobre la distribución de tamaño de 
vesícula en la FP3 puede evidenciarse en la  Figura 4-6. 
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Figura 4-6: Efecto de del proceso de sonicación en la distribución de tamaño en la 
FP3-0, FP3-45 y FP3-135.  
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De la misma manera se evidenció que el proceso de ultrasonido produce una 
disminución de las EE%, que al igual que con el  diámetro promedio, es más pronunciada 
con 45 segundos de sonicación. Como ya se analizó el proceso de cavitación genera 
micro-corrientes que producen una fuerza de cizalla que se encarga de disminuir el 
tamaño de las vesículas, podría generar una salida del contenido del compartimiento 
acuoso, además que el proceso produce vesículas más pequeñas (SUVs) que tienen 
menor capacidad de albergar el péptido en su interior. En la Tabla 4-6 se presenta la 
caracterización completa de los sistemas liposomales obtenidos, en donde se puede 
evidenciar el efecto de las variables independientes sobre cada variable respuesta 
definida para este estudio.  
Tabla 4-6: Resultados de caracterización de los sistemas liposomales elaborados CV: 
coeficiente de variación, SD= desviación estándar. 
Ensayo 
Diámetro 
promedio en 
nm (CV) 
PDI 
(CV) 
EE% (SD) 
Potencial 
Zeta en mV 
(CV) 
FP1-0 647 (9,5%) 0,476 (8,3%) 71,9% (5,1%) - 
FP1-45 158 (3,9 %) 0,390 (5,9%) 45,5% (1,1%) - 
FP1-135 123 (8,9%) 0,301 (3,8%) 36,3% (1,7%) -56,1 (1,9%) 
FP2-0 670 (4,4%) 0,386 (2,7%) 36,5% (1,7%) - 
FP2-45 130 (3,9%) 0,448 (4,0%) 19,1% (2,3%) - 
FP2-135 94 (3,1%) 0,318 (10,5%) 15,7% (3,5%) -60,1 (3,3%) 
FP3-0 447 (1,5%) 0,555 (9,1%) 35,5% (5,1%) - 
FP3-45 174 (12,8%) 0,320 (16,2%) 26,0% (4,7%) - 
FP3-135 139 (12,0%) 0,253 (9,4%) 20,1% (2,9%) -50,5 (2,8%) 
FP4-0 333 (3,2%) 0,331 (9,3%) 40,8% (3,5%) - 
FP4-45 141 (3,6%) 0,046 (22,6%) 32,5% (4,2%) - 
FP4-135 139 (3,2%) 0,044 (7,4%) 24,7% (3,3%) -57,9 (1,16%) 
FP5-0 473 (6,1%) 0,523 (10,8%) 40,8% (2,4%) - 
FP5-45 171 (2,8%) 0,242 (8,6%) 29,8% (0,9%) - 
FP5-135 145 (4,3%) 0,193 (14,2) 25,1% (2,4%) - 
FP6-0 516 (9,3%) 0,556 (9,3%) 58,0% (6,0%) - 
FP6-45 213 (5,6%) 0,416 (5,6%) 46,3% (2,2%) - 
FP6-135 160 (4,3%) 0,355 (7,7%) 29,0% (4,8%) -48,1 (2,0%) 
TFP5-0 1℮4 - 44,1% (2,8%) - 
TFP5-45 1℮4 - 30,2% (3,0%) - 
TFP5-135 1℮4 - 17,3 (1,3%) - 
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En cuanto a la formulación FP5 preparada con el método de hidratación de la película de 
PC formada (TFP5) se encontró que al igual que con el otro método utilizado el 
acetilhexapéptido-3 se pudo encapsular obteniéndose un 44,1 % sin sonicación final 
(Tabla 4-6). Sin embargo, el sistema que en apariencia era demasiado turbio, no se logró 
caracterizar en cuanto diámetro promedio de vesícula y PDI ya que el equipo reportó 
tamaños superiores a 10 µm.     
4.3.4 Ensayos preliminares de permeación ex vivo. 
Además de los materiales básicos requeridos para la realización de un ensayo de 
permeabilidad, el reto principal se basa en disponer de una membrana que se encuentre 
en condiciones adecuadas y que también sirva como modelo para que se pueda realizar 
una extrapolación del posible comportamiento de los sistemas en piel humana.  Existen 
una serie de reglas estandarizadas (127) que permiten armonizar los ensayos que se 
realizan. Sin embargo se requiere una serie de instrumentos para la obtención y 
evaluación de la integridad de la membrana obtenida. Por tanto el presente ensayo se 
consideró como preliminar ya que la obtención de la membrana no fue como la reportada 
en la guía OECD (127) la cual establece condiciones para realizar adecuadamente este 
tipo de ensayos. 
Se realizó un ensayo de permeabilidad ex vivo ya que se utiliza como modelo de 
membrana un injerto de origen animal. Aunque las guías contemplan también la 
realización de estos ensayos con membranas de origen humano, la utilización de estos 
injertos se ve restringida debido a que se requieren permisos éticos e infraestructura 
física especial en el laboratorio (128). La piel de cerdo es uno de los modelos más 
usados en este tipo de ensayos y su obtención puede ser de tres tipos: Solo la epidermis, 
cuando se obtienen membranas de espesor cercano a 0,1mm (obtenida con separación 
con calor o enzimática), piel de mediano espesor obtenida con dermátomo (0,2 mm-0,5 
mm) y de grosor completo (0,5 mm a 1 mm) (74). En el ensayo realizado se obtuvieron 
membranas que a simple vista parecían homogéneas y entraban en el rango entre 0,25 
mm y 0,4 mm. Sin embargo, el empleo del calibrador para medir espesor, se consideró 
no ser el más apropiado (Figura 4-7 D). 
Una vez obtenidas las membranas, las guías OECD recomiendan constatar su 
integridad,  basada en una inspección visual y posteriormente la revisión por alguna de 
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las siguientes dos técnicas, la pérdida de agua transepidermal (TELW) o la resistencia 
eléctrica transcutánea (TER). Como no hubo disponibilidad de estos equipos, la 
integridad fue medida mediante inspección visual, lo que se considero como otro aspecto 
que aportaría error a los resultados, debido a que no se verificó indiscutiblemente que la 
membrana fuera íntegra. 
Figura 4-7: Membranas de piel de cerdo. A) orejas frescas lavadas. B) proceso de 
desengrasado. C) membranas obtenidas D) medición del espesor. 
 
Se realizó la cuantificación del acetilhexapéptido-3 del último muestreo en las celdas en 
cuyo donor se aplicó la FP1-0 con una EE% que correspondía a 72,7 % ±10,8 %. De la 
misma manera se adicionó a cada uno de las alícuotas del mismo muestreo 20μL de 
Tritón X-100 al 8%, y se sometieron a calentamiento a 60°C durante 10 minutos. Los 
datos obtenidos (Tabla 4-7) sugieren que existió un paso de vesículas íntegras que 
protegen el péptido. Por tanto para analizar el péptido contenido del compartimento 
receptor, se debe hacer una disrupción de los liposomas con un tensioactivo permitiendo 
que se pueda cuantificar el  péptido del compartimiento interior acuoso. Para el análisis 
cromatográfico se utilizó una curva de calibración con el acetilhexapéptido-3 en PBS y los 
resultados se pueden observar en la Figura 4-7. 
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Tabla 4-7: Datos del análisis por HPLC de la de la última muestra tomada del 
compartimento receptor de las celdas de Franz con la FP1. 
Muestra 
Área sin 
tritón X-100 
Concentración 
(mg/mL) 
Área con 
tritón X-100 
Concentración 
(mg/mL) 
1 696148 0,01645 1861440 0,04398 
2 869735 0,02055 2538187 0,05997 
3 770337 0,01820 1743415 0,04119 
 
En general los resultados del ensayo preliminar de permeabilidad (Figura 4-8) mostraron 
que el acetilhexapéptido-3 encapsulado presentó una permeabilidad mayor a través de la 
piel, lo cual se puede considerar una ventaja en el acercamiento al diseño de sistemas 
que incrementen la permeabilidad de PAs hidrofílicos. Sin embargo los datos obtenidos 
presentan una gran dispersión, como en el caso de la cuantificación de la primera 
muestra de péptido (30 min), donde se evidenció que en una de las tres celdas no había 
pasado péptido a través de la membrana, lo cual generó alta desviación de los datos. 
Debido a esto y a las demás condiciones que no se ajustaron de acuerdo a la guía OECD 
es que el ensayo fue considerado como una aproximación inicial en lo que se refiere al 
ensayo de de permeabilidad del sistema liposomal desarrollado, conteniendo el 
acetilhexapéptido-3 sintético encapsulado.  
Figura 4-8: Porcentaje de liberación acumulada de acetilhexapeptido-3 desde la 
formulación de liposomas flexibles (FP1) y desde solución de PBS, a través de 
membrana de piel de cerdo. 
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Una vez sea estandarizado un ensayo de este tipo, se podrían obtener datos que 
permitieran una análisis completo en cuanto a que tanto la encapsulación en liposomas 
flexibles incrementaría la constante de permeabilidad (Kp) del acetilhexapéptido-3 en 
comparación a los liposomas clásicos (con Chol) o a las otras estrategias de 
vehiculización como las formulaciones que actualmente se comercializan con el péptido.  
4.3.5 Eficiencia de encapsulación cuantificada con micro BCA. 
Debido a la gran cantidad de muestras de acetilhexapéptido-3 que debían ser analizadas 
en el presente trabajo, se planteó la utilización de un método de análisis alterno al HPLC, 
ya que éste presentaba una serie de desventajas, como que el proceso de elución de 
una muestra requiere 55 minutos para completarse. Por tanto se contempló el método de 
BCA para realizar una cuantificación. Sin embargo se presentó el inconveniente de la 
interferencia que presentan los lípidos en el ensayo. En la Tabla 4-8 se muestran las 
absorbancias de las FP5 (liposomas con colesterol). 
Tabla 4-8: Absorbancias obtenidas con micro BCA de los filtrados de diferentes 
formulaciones. La concentración obtenida es calculada con la curva de calibración de una 
solución acuosa de péptido. 
Muestra 
Concentración 
HPLC (mg/mL) 
Absorbancia con 
BCA 
Concentración BCA 
(mg/mL) 
FP5  (vacíos) 0 0,637 0,0968 
FP5 0 0,549 0,154 
FP5 0 0,761 0,0952 
FP5-0 0,122 0,951 0,205 
FP5-0 0,125 0,867 0,154 
FP5-0 0,120 0,601 0,115 
FP5-45 0,135 0,615 0,183 
FP5-45 - - - 
FP5- 45 0,136 0,675 0,131 
FP5-135 0,149 0,615 0,111 
FP5-135 0,144 0,675 0,129 
FP5- 135 0,143 0,637 0,205 
Basados en los resultados mostrados y en la evidente interferencia de los lípidos en el 
método de cuantificación, se decidió no continuar con este método para la determinación 
de las eficiencias de cuantificación, no sin antes tratar comparar la coloración producida 
entre el estándar del kit (albúmina) y la solución de acetilhexapéptido-3. Se utilizó para el 
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ensayo una de las fracciones liofilizadas de más alta pureza (aprox 95%) y se hizo una 
curva de calibración con 8 puntos (n=3). 
La Figura 4-9 muestra las rectas obtenidas donde se puede notar la baja capacidad del 
péptido de producir el complejo coloreado en comparación con la albúmina. Como se 
explicó anteriormente además del enlace peptídico son responsables del intenso color 
purpura, la presencia de algunos aminoácidos (cisteína, triptófano y tirosina), junto con la 
estructura macromolecular de las proteínas (62). Por tanto si se desea cuantificar el 
acetilhexapéptido-3, no se puede hacer confrontando la curva con una realizada con 
albúmina, como si se puede hacer con otras proteínas.  
Figura 4-9: Curvas obtenidas de A) albumina en rango de linealidad con la misma 
concentración de péptido y B) una concentración 4 veces mayor de péptido (n=3). 
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Como el kit está diseñado para la cuantificación de proteínas en un rango entre 2-40 
μg/mL, se hicieron curvas de albúmina y acetilhexapéptido-3 entre 0 y 35 μg (Figura 4-9 
A). Además se realizaron curvas con concentraciones variables del péptido hasta obtener 
una que presentaba niveles de absorbancia similares a la de albúmina (Figura 4-9 B). La 
curva encontrada sugiere que con niveles aproximados de unas 4,3 veces de 
acetilhexapéptido-3 se puede obtener absorbancias similares a la albumina. 
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5 Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
De los resultados obtenidos en la presente investigación es posible concluir: 
1. La síntesis en fase sólida (SPPS), empleando la estrategia Fmoc/tBu asistida por 
microondas, es apropiada para la obtención del acetilhexapéptido-3 en cantidades 
apreciables. 
2. La técnica de extracción en fase sólida (SPE) es aplicable al proceso de 
purificación del acetilhexapéptido-3 permitiendo obtener fracciones de alta pureza.  
3. Mediante la metodología de inversión de fase de la emulsión w/o por evaporación 
del solvente orgánico, se desarrolló un sistema liposomal con las características 
apropiadas para la encapsulación del acetilhexapéptido-3 sintético. 
4. Algunos de los sistemas liposomales cargados con el acetilhexapéptido-3 tienen 
las características adecuadas para la aplicación sobre la piel en lo que se refiere 
a tamaño, potencial zeta, eficiencia de encapsulación. 
5. En función de los resultados obtenidos en el estudio preliminar de permeación ex 
vivo, los sistemas liposomales obtenidos se presentan como una potencial 
alternativa para favorecer el paso del acetilhexapéptido-3 a través de la piel, como 
una contribución al desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico. 
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5.2 Recomendaciones 
1. En posteriores trabajos se sugiere evaluar el efecto de la pureza y de las 
características de los fosfolípidos formadores en las propiedades de los 
liposomas. 
2. Se recomienda dar continuidad a la implementación del ensayo de permeabilidad 
transdérmica en las celdas de Franz,  siguiendo las recomendaciones reportadas 
en la guía OECD. 
3. Se sugiere realizar un estudio que permita la evaluación física, química y 
biológica de los sistemas liposomales desarrollados, tanto vacíos como con el 
acetilhexapéptido-3 encapsulado y la evaluación de la integridad del péptido luego 
del proceso de encapsulación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 A. ANEXO: ANOVA para liposomas 
vacíos  
Hipótesis nula: Las diferencias en las características de la formulación no tienen efectos 
significativos sobre el potencial Zeta (P<0,05). 
Origen de la 
variación 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulaciones 324,744 5 64,948 15,765 0,00018 3,3258 
Replicas 1,6177 2 0,808 0,196 0,82481 4,1028 
Error 41,195 10 4,119    
Total 367,557 17     
Conclusión: Se rechaza la hipótesis nula. 
 
Hipótesis nula: Las diferencias en las características de la formulación no tienen efectos 
significativo sobre el diámetro promedio de las vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de la 
variación 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulaciones 929008,773 5 185801,755 188,605 1,4726E-09 3,3258 
Replicas 8243,86333 2 4121,93167 4,18412 0,04782572 4,1028 
Error 9851,36333 10 985,136333    
       
Total 947104 17     
Conclusión: Se rechaza la hipótesis nula. 
 
Hipótesis nula: Las diferencias en las características de la formulación no tienen efectos 
significativo sobre el PDI de las vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de la 
variación 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulaciones 0,11352694 5 0,02270539 12,2670 0,00052717 3,3258 
Replicas 0,00571078 2 0,00285539 1,54268 0,26065746 4,1028 
Error 0,01850922 10 0,00185092    
       
Total 0,13774694 17     
Conclusión: Se rechaza la hipótesis nula. 
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B. Anexo: ANOVA evaluación del efecto 
de la encapsulación del péptido 
 Hipótesis nulas: La encapsulación del péptido y la presencia del buffer, las características de 
cada formulación, y una posible interacción entre los dos, no tienen efectos significativo sobre el 
diámetro promedio de las vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulación 768090,691 5 153618,138 112,029092 6,8656E-15 2,66127392 
Presencia péptido 83651,1006 1 83651,1006 61,0042342 8,7679E-08 4,30094946 
Interacción 392160,981 5 78432,1963 57,1982441 7,1938E-12 2,66127392 
Replicas  3949,29292 2 1974,64646 1,44005033 0,25839019 3,44335678 
Error 30167,1554 22 1371,23434       
              
Total 1278019,22 35         
Conclusión: Se rechazan las hipótesis nulas. 
 
Hipótesis nulas: La encapsulación del péptido y la presencia del buffer, las características de cada 
formulación, y una posible interacción entre los dos, no tienen efectos significativo sobre el PDI de 
las vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulación 0,166336667 5 0,03326733 19,3697118 2,1329E-07 2,66127392 
Presencia péptido 0,039933361 1 0,03993336 23,2509678 8,1159E-05 4,30094946 
Interacción 0,081612222 5 0,01632244 9,50364858 6,1503E-05 2,66127392 
Replicas 0,008738167 2 0,00436908 2,54387342 0,10142565 3,44335678 
Error 0,037784833 22 0,00171749       
              
Total 0,33440525 35         
Conclusión: Se rechazan las hipótesis nulas. 
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C. ANEXO: ANOVA para la evaluación 
del efecto del proceso de sonicación y 
la formulación en variables respuesta 
Hipótesis nulas: Las diferencias en las características de la formulación, el efecto de proceso de 
homogenización y una posible interacción entre los dos, no tienen efectos significativo sobre el 
diámetro promedio de las vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulación 67457,36056 5 13491,472 24,8297 1,86801E-10 2,4936 
T Homogenización 1593161,448 2 796580,724 1466,0261 1,01883E-33 3,2759 
Interacción (F-T) 183743,6703 10 18374,367 33,8162 8,97612E-15 2,1231 
Replicas  92,4229 2 46,211 0,0850 0,918663428 3,2759 
Error 18474,25797 34 543,361       
              
Total 1862929,159 53         
Conclusión: Se rechazan las hipótesis nulas. 
Hipótesis nulas: Las diferencias en las características de la formulación, el efecto de proceso de 
homogenización y una posible interacción entre los dos, no tienen efecto significativo sobre el 
índice de polidispersidad (PDI) de vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulación 0,50427 5 0,10085 92,4284541 8,59816E-19 2,49361595 
T  Homogenización 0,49108 2 0,24554 225,025282 2,46603E-20 3,27589799 
Interacción 0,14676 10 0,01467 13,4499595 3,91917E-09 2,12313967 
Replicas  0,00128 2 0,00064 0,58902647 0,560429543 3,27589799 
Error 0,03709 34 0,00109       
              
Total 1,18050 53         
Conclusión: Se rechazan las hipótesis nulas. 
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Hipótesis nulas: Las diferencias en las características de la formulación, el efecto de proceso de 
homogenización y una posible interacción entre los dos, no tienen efectos significativo sobre la 
eficiencia de encapsulación de acetilhexapeptido-3 en las vesículas liposomales (P<0,05). 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Formulación 0,50766488 5 0,10153298 104,964592 1,15103E-19 2,49361595 
T  Homogenización 0,44515035 2 0,22257518 230,097782 1,73325E-20 3,27589799 
Interacción 0,07238153 10 0,00723815 7,48278797 3,81656E-06 2,12313967 
Replicas  0,00314945 2 0,00157472 1,62794678 0,211264661 3,27589799 
Error 0,03288844 34 0,00096731       
              
Total 1,06123464 53         
Conclusión: Se rechazan las hipótesis nulas. 
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